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Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden mittels Durchflusszytometrie NK- Zellen, B- und T-Zellen von sechs
Patientenkollektiven mit unterschiedlichen, mesenchymalen Tumoren (Lipome und
Liposarkome; Osteome und Osteosarkome; Enchondrome und Chondrosarkome)
untersucht.

Das Ziel der Arbeit war es, Rickschlisse Uber Zahl und Eigenschaften der Lymphozyten vor
und nach der Resektion der malignen oder benignen Tumore zu gewinnen.

Es konnte gezeigt werden, dass die Gesamtzahl der Lymphozyten im peripheren Blut bei
den untersuchten Sarkomen und bei den benignen Tumoren erniedrigt bis normwertig war.
Darlber hinaus zeigte sich, dass die Zellzahl und die Aktivitdt der untersuchten Zellen bei
Patienten mit Sarkomen tendenziell supprimiert war. Die gemessenen Zellzahlen und
Rezeptordichten der Lymphozyten wiesen im Vergleich zu den benignen Tumoren nur
geringgradige Unterschiede auf.

Die gemessenen NK-Zellmarker der Chondrosarkome G2 zeigten im Vergleich zu denen der
Chondrosarkomen G1 préoperativ eine erhohte Rezeptordichte. Gerade bei einem Grading
G2 konnte ein verstarkter immuntherapeutischer Ansatz interessant sein. Die
Chondrosarkome G1 zeigten hingegen eine Supression der Zellzahl und der Aktivitat der
Lymphozyten.

Beim Chondrosarkom-Rezidiv zeigten sich tendenziell hdhere Zellzahlen als beim
Patientenkollektiv der rezidivfreien Chondrosarkome. In Bezug auf die Aktivitit der einzelnen
Lymphozyten zeigten v.a. die NK-Zellen bei den Patienten mit einem Rezidiv niedrigere
Werte als beim Patientenkollektiv der rezidivfreien Chondrosarkome.

Beim Chondrosarkom-Rezidiv zeigte sich postopertiv eine vermehrte Zellaktivitat fur die NK-
Zellmarker NKG2D+ und NKp30+.

Beim Osteosarkom G2 zeigte sich eine verstarkte Aktivitat als bei G3 Osteosarkomen.
Ahnlich wie bei den Chondrosarkomen G2 zeigte sich auch bei den Osteosarkomen G2 eine
deutlichere Immunantwort bei den NK-Zellzahlen.

Bei den G1 Liposarkomen zeigte sich tendenziell eine erhdhte Zellzahl und eine vermehrte
Aktivitat der einzelnen Zellen, wobei die Aktivitat der NK-Zellen zu Beginn der Messung beim
G3 Liposarkom im Vergleich zum G1 Liposarkom fir den Marker NKp46+ leicht erhdht war.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Aktivitat der einzelnen Zellen umso geringer
ist, je hoher das Grading ist. Lediglich Chondrosarkome G2 und Osteosarkome G2 zeigten
eine deutlichere Immunantwort, die sich jedoch bei hoheren Gradings nicht mehr finden liel3.

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben Ansatzpunkte, wie Sarkome zuklnftig mit
immuntherapeutischen Verfahren behandelt werden kdnnten, auch wenn die chirurgische,
chemische und strahlentherapeutische Therapie derzeit weiterhin im Vordergrund steht.



Einleitung

Zundchst sollen in der vorliegenden Arbeit einige Grundkenntnisse uUber die hier
untersuchten Sarkome, benignen Tumore und Lymphozyten erértert werden.

1.1. Maligne, mesenchymale Tumore

Sarkome, als hintergrindig zu untersuchende Entitat und Inhalt dieser Doktorarbeit, sind
maligne Tumore des Mesenchyms. Auch Tumore des peripheren Nervensystems werden
darunter subsumiert, da sie in der klinischen Handhabung echten mesodermalen
Neubildungen sehr &hneln (WHO-Klassifikation der Knochentumore, Lyon 2002, nach
Fletcher et al. 2002). Die Klassifizierung erfolgt nach den fuhrenden mesenchymalen
Differenzierungen in z.B. Fett-, Binde- und Muskelgewebe.

Schatzungen zufolge machen Sarkome etwa 1% der malignen Tumore bei Erwachsenen
aus. Bei Kindern haben sie eine relative Haufigkeit von etwa 15% aller Malignome (Sandberg
et al.,1995). Die primare Metastasierung von Sarkomen erfolgt hAmatogen v.a. in die Lunge
(-70%) (Billingsley et al., 1999). Seltener sind Skelett-, Leber-, Hirn-, oder Weichgewebs-
metastasen. Auf3er beim Angio- und Klarzellsarkom treten Metastasen in den Lymphknoten
nur in 5% aller Falle auf (Fong et al., 1993). Es wird angenommen, dass in den ersten zwei
Jahren nach der Diagnose 90% der Metastasen entstehen.

1.1.1 Diagnostik mesenchymaler Tumoren

Je nach Sarkom treten diese unterschiedlich in Erscheinung und werden bei den einzelnen
Entitaten gesondert besprochen. Osteo-, Lipo- und Chondrosarkome kénnen beispielsweise
erst relativ spat durch eine meist schmerzlose Schwellung auffallen.

Neben dem Klinischen Erscheinungsbild kommt der Bildgebung und der Biopsie eine
entscheidende Rolle bei der Diagnosesicherung zu.

Zum Einsatz kommen die Computertomographie (CT) und die Magnetresonanztomographie
(MRT). Auch die Sonographie kann erste Hinweise auf die Lokalisation und Ausbreitung des
Tumors bringen. Im weiteren Verlauf kann eine Angiographie zur besseren Ubersicht liber
die GefalRversorgung des Tumors angebracht sein. Eine konventionelle Réntgenaufnahme
bzw. ein CT- Thorax kdnnen zur Abschatzung der Lungenmetastasierung notwendig sein.

1.1.2 Staging und Grading

Das Staging und Grading ist wesentlich fiir die Therapieplanung und die Prognose der
Erkrankung.

Sarkome kdnnen nach histologischen und klinischen Informationen beurteilt werden. Das
Staging kann anhand des American Joint Committee on Cancer (AJCC) und der Union
Internationale Contre le Cancer (UICC) eingeteilt werden und beinhaltet die TMN-
Klassifikation.



Die TMN-Klassifikation bertcksichtigt den histopathologischen Malignitatsgrad, die
TumorgroBe und —tiefe, den regionalen Lymphknotenstatus und das Vorhandensein von
Fernmetastasen.

1.1.3 TNM- Klassifikation maligner Tumore (UICC, 2010)

T Primartumor

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

To kein Anhalt fir Primartumor

T1 Tumor Uberschreitet Kortikalis nicht

T2 Tumor infiltriert jenseits der Kortikalis

N Regionére Lymphknoten

NX Regionare Lymphkonten kénnen nicht beurteilt werden
N1 Regionare Lymphknotenmetastasen

M Fernmetastasen

Mx Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
Mo Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Tabelle 1: Ubersicht tiber die TNM- Klassifikation maligner Tumore (UICC), am Beispiel des Osteosarkoms

1.1.4 Grading

Das Grading beinhaltet Aussagen Uber den Malignitatsgrad des Tumors und beurteilt den
Differenzierungsgrad der Tumorzellen (G1-4, Gx), wobei Tumore mit einem G1 gut
differenziert sind. G2 bedeutet eine mafige Differenzierung. Wahrend G3 schlecht
differenziertes Gewebe ist und G4 undifferenzierten bzw. anaplastischen Zellen entspricht.
Bei einem Gx ist der Grad der Differenzierung nicht beurteilbar.

GXx Differenzierungsgrad kann nicht beurteilt werden
Gl gut differenziert

G2 malig differenziert

G3 schlecht differenziert

G4 Undifferenziert

Tabelle 2: Ubersicht tiber das Grading

Basierend darauf kénnen maligne Knochentumore stadienabhangig nach UICC gruppiert
werden. Dabei gibt es vier Stadien mit entsprechenden Unterteilungen unter
Beriicksichtigung des Grading, und des TNM- Systems (Witteking et al., 1997), diese werden
im Folgenden bei den einzelnen Entitaten dargestellt.



http://de.wikipedia.org/wiki/Anaplastisch

1.1.5 Therapie und Resektionsrander

Je nach Art des Sarkoms bestehen unterschiedliche Therapiekonzepte. In vielen Fallen ist
unabhangig vom Konzept eine radikale Operation mit dem Ziel eines R0O-Status anzustreben.
Auch der (neo)-adjuvanten Chemotherapie, v.a. beim Osteosarkom oder einer Radiatio
kommt grof3e Bedeutung zu. Man unterscheidet zwischen einer marginalen, einer radikalen
und einer weiten Resektion. Auf einen ausreichenden Sicherheitsabstand sollte geachtet
werden. Mit unter muss auch eine Kompartmentresektion oder eine Amputation in Betracht
gezogen werden. Schon bei der Biopsie ist es von entscheidender Bedeutung sich den
spateren Operationszugang klar zu machen. Denn der, mit malignen Zellen kontaminierte
Biopsieweg und ggfs. die Drainageausleitung missen bei der definitiven Operation mit
entfernt werden. Eine Radiatio kann bei einem R1-Status oder bei sehr knappen tumorfreien
Réandern indiziert sein. Billingsley zeigte 1999 bereits, dass es bei Patienten mit einem high-
grade Tumor (TumorgroBe Uber 5¢cm, subfaszial oder extrakompartmental gelegen) in 40-
60% zu einer Metastasierung, v.a. in die Lunge kommt. Der Chemotherapie kommt hier eine
besondere Bedeutung zu.

1.1.6 Resektionsrander: (Page et al., 2010)

RO Kein Residualtumor
R1 Residualtumor nur mikroskopisch
R2 Residualtumor makroskopisch nachweisbar

Tabelle 3: Ubersicht tiber die Resektionsrander




1.2.1 Osteosarkom

Laut WHO- Definition ist das Osteosarkom ein hochmaligner Tumor und wird in periostale
und parostale Formen untergliedert. Die histologische Untergliederung differenziert zwischen
nicht produktiven Formen bzw. produktiven osteoblastischen- , schlecht differnzierten- ,
chondroblastischen- , fibroblastischen- , teleangiektatischen Formen und Riesenzelltypen.
Histologisch charakterisierend ist die Bildung von Osteoid. Der Nachweis von Knochen oder
Osteoid sichert die Diagnose eines Osteosarkoms; auch wenn die Genese unklar bleibt
(Bielack et al., 2006). Histologisch lassen sich ferner ausgedehnteTumornekrosen finden
(Freyschmidt et al., 2003).

Stadiengruppierung der malignen Knochentumore nach UICC (Sobin et al., 2002)

_ Gl T1 NO MO
Stadium IA 2 =1 NG 0
G1 T2 NO MO
Stadium IB G2 T2 NO MO
_ G3 T1 NO MO
Stadium lIA Ga T1 NO MO
. G3 T2 NO MO
Stadium IIB Ga T2 NO MO
Nicht
Stadium Il definiert
Jedes G Jedes T N1 MO
Stadium IVA
Jedes G Jedes T Jedes N M1
Stadium IVB

Tabelle 5: Die Tabelle zeigt die Stadiengruppierung der malignen Knochentumoren nach UICC

Seit 2003 gilt die TMN-Klassifikation nach UICC und AJCC (Witteking et al., 1997; Greene et
al., 2002). Der grof3te Tumordurchmesser bestimmt nun das T-Stadium und nicht mehr das
Erreichen der Kortikalis. Im T3-Stadium bestehen Skipmetastasen. Fernmetastasen werden
Uber das M-Stadium erfasst. Diese Tumoren zeigen ein schnelles Wachstum und kénnen zu
einer Knochendestruktion im Sinne einer Osteolyse durch vermehrte Osteoklastenaktivitat
oder zu einer Vermehrung der Konchensubstanz durch vermehrte Osteoblastenaktivitat
fuhren. Osteosarkome machen nur 0,1% aller Tumore aus, davon ist das medullare
Osteosarkom mit 29% das haufigste Sarkom aller Knochentumore (Winkelmann et al.,
2005). Selten werden Osteosarkome durch eine Strahlenbelastung induziert (Adler et al.,
1998; Thomas et al., 1996).



Das Osteosarkom wird auch als Tumor des Wachstumsalters bezeichnet, da es einen
Erkrankungsgipfel zwischen dem 15. und 25. Lebensjahr aufweist (Bielack et al., 1999;
Bielack et al., 2006). Das Osteosarkom hat eine Inzidenz von 2-3/1.000.000 pro Jahr
(Freyschmidt et al., 2003; Freyschmidt et al., 2000).

Nach der Lokalisation des tumortsen Gewebes erfolgt die Klassifikation in einen medulléren,
juxtakortikalen und in einen intrakortikalen Typ (Bacci, et al., 1998). Vereinzelt kénnen auch
extraossare Osteosarkome oder sekundare Formen bei einer Ostitis deformans Paget
auftreten (Sluga et al., 2002). Das Osteosarkom findet sich bevorzugt kniegelenksnah in den
langen Rohrenknochen (Winkler et al., 1993; Bielack et al., 2002) und metastasiert friihzeitig
hamatogen in die Lunge. Ein Lymphkontenbefall ist selten (Bieling et al., 1996).

Die Symptome sind unspezifisch und die Erstmanifestation fallt haufig durch lokale
Schmerzen zuerst auf. Eine lokale Schwellung oder eine lokale Hyperthermie kénnen die
Schmerzsymptomatik begleiten (Picci et al., 1994). Die Diagnose erfolgt anhand der Klinik,
der Bildgebung und schlief3lich Giber eine Biopsie.

Bei der Therapie richtet man sich nach dem multimodalen Schema des COSS- Protokolls,
bestehend aus pra- und postoperativer Chemotherapie und der operativen Resektion. Die
funf-Jahres Uberlebensrate liegt bei 50-80% (Korholz et al., 1998; Rodriguez- Galindo et al.,
2004; Freyschmidt et al., 2010). Die Resektionsgrenzen und das Ansprechen auf die
Chemotherapie beeinflussen die Prognose (Kramer et al., 1998; Meyers et al., 1998; Meyers
et al., 2008). Eine schlechte Prognose haben Rezidive, die in 30% der Falle innerhalb von
zwei Jahren auftreten (Schumacher et al., 2000; Rodriguez- Galindo et al., 2004; Korholz et
al., 1998; Thomas et al., 1996).
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Abbildung 1: Enchondrom. Die seitliche Auf- Abbildung 2: Osteosarkom der Knieregion.

nahme des Knies zeigt eine dichte Lasion, die  Destruierende, zentral sitzende Lasion im

etwas amorph ist und sich in den Markraum distalen Femur eines 8 Jahre alten Madchens (Fred
des Knochens projiziert (Pfeile). Die gute Be- et al., 2005).

grenzung der Lasion spricht fur ein Enchondrom.

Differenzialdiagnostischmuss an ein niedrig-

gradiges medullares Chondrosarkom

gedacht werden (Fred et al., 2005).
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1.2.2 Liposarkom

Das Liposarkom ist eine maligne Neoplasie, deren Phanotyp Fett ,rekapituliert® (Breitenseher
et al., 2008). Histologisch lassen sich atypische Lipoblasten in verschiedenen
Differenzierungsstadien finden (Goldmann et al., 1964). Liposarkome werden in myxoid-
rundzellige, hochdifferenzierte, dedifferenzierte und pleomorphe Liposarkome eingeteilt. Den
groften Anteil nehmen die myxoiden Liposarkome mit 45-55% ein. Myxoid-rundzellige
Liposarkome weisen ein dichtes plexiformes Kapillarnetz auf.

Staging-System fur Weichteilsarkome (darunter fallt das Liposarkom) AJCC / UICC
(Fletcher et al., 2002)

T1 =5cm

Tla superficial to muscular fascia epifazial gelegen
T1b deep to muscular fascia subfazial gelegen

T2 >5cm

T2a epifazial gelegen

T2b subfazial gelegen

deep to muscular fasci

Tabelle: 4 Die Tabelle zeigt das Staging-System fur Weichteilsarkome nach AJCC / UICC.

Das Liposarkom des Knochens ist ebenfalls ein primar maligner mesenchymaler Tumor.
Dieser Tumor muss definitionsgemaf priméar im Knochen entstanden sein, d.h. er darf keiner
metastatischen Absiedlung entsprechen und nicht vom Paraossalbereich mit sekundérer
Beteiligung von Kortex und Knochenmark abstammen (Dawson et al., 1955).

Trotz eines polymorphen Bilds muss fir die Diagnose eines Liposarkoms eine Pradominanz
von unreifen pleomorphen Lipoblasten vorhanden sein (Goldman et al., 1964). Liposarkome
sind mit 10-20% die haufigsten malignen Weichteiltumore des Erwachsenen (Bocker et al.,
1997).

Hochdifferenzierte Liposarkome (G1) neigen zu lokalen Rezidiven. Zu Metastasen kommt es
nicht, da es sich meist um einen lipomahnlichen Tumor handelt. Zu Kernatypien und
GroRRenunterschieden der adipozytaren Tumorzelle kommt es allerdings. Pleomorphe
Liposarkome zeigen multivakulare Lipoblasten und lassen sich so von anderen pleomorphen
Liposarkomen abgrenzen (Fletcher et al., 2002, Issels et al., 1998, Reitan et al., 2002).
Uberwiegend treten Liposarkome in der 6. Lebensdekade auf, wobei der Anteil der Manner
mit 3:1,3 leicht Uberwiegt. Andere Darstellungen sprechen von einer gleichen Haufigkeit in
Bezug auf die Geschlechterverteilung in der 3., 4. und 5. Dekade (Zornig et al., 1997). Ein
exogener Faktor fur die Pathogenese von Liposarkomen kann eine vorangegangene
Strahlentherapie darstellen. Zusatzlich tritt ein Liposarkom gehauft bei Neurofibromatose Typ
1, tuberdser Sklerose, intestinaler Polyposis und beim Gardner-Syndrom auf (Rozental et al.,
2002). Liposarkome verteilen sich vornehmlich auf die untere Extremitat, besonders
betroffen ist der Oberschenkel. Auch im Retroperitoneum, im Schultergirtel und am
Humerus kommen sie vor (Enzinger et al., 1998). Die meisten Liposarkome befinden sich im
tieferen und nicht im superfiziellen Weichteilgewebe (Weiss et al., 1998).
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Die Patienten stellen sich meist mit einer Weichteilschwellung, seltener mit einer
schmerzhaften Bewegungseinschrankung vor (Geer et al., 1992). Die Diagnose wird oft erst
in einem spaten Stadium gestellt (Demas et al., 1998; Einarsdottir et al., 1999). Die
Diagnostik erfolgt mit Hilfe der Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) und/oder der
Computer-Tomographie (CT). Diese Verfahren lassen Rickschlisse auf die lokale
Ausbreitung des Tumors und auf eine etwaige hdmatogene oder lymphogene
Metastasierung zu (Steinau et al., 2001, O"Sullivan et al., 2003). Grading und Staging sind
fur eine adaquate Therapie die Voraussetzung.

Das Verfahren der Wabhl ist eine Resektion im Gesunden mit ausreichendem
Sicherheitsabstand. Als Standardtherapie kann man heute die postoperative adjuvante
Strahlentherapie in R1-Fallen bei hthergradigen Tumoren ansehen. Die Erfahrung in Bezug
auf eine praoperative und auf eine intraoperative Bestrahlung ist begrenzt (Issels et al.,
2002; Niewald et al., 2004). Als eine weitere Option ist die Chemotherapie anzusehen
(Berger et al., (1997). In erster Linie metastasieren Liposarkome hdmatogen, am haufigsten
in die Lunge (70%) (Linehan, et al., 2000). Seltener sind Leber- und Hirnmetastasen.
Priméare Lebermetastasen finden sich bei fast ausschlie3lich retroperitoneal und viszeralen
Sarkomen. Lymphknotenmetastasen machen etwa 5% aus. Liposarkome sind eine
heterogene Gruppe maligner Erkrankungen, die bei entsprechender Behandlung auch
vollstéandig remittieren kénnen. Allerdings ist die Diagnose schwierig und der Tumor wird oft
erst spat erkannt (Kohler et al., 2003).
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1.2.3 Chondrosarkom

Laut der WHO- Einteilung von 2002 wird das Chondrosarkom als maligner Tumor mit rein
hyalinknorpeliger Differenzierung bezeichnet. Myxoide Verdnderungen, Kalzifikationen oder
Ossifikationen kommen vor. Die Zellen des Chondrosarkoms bilden Knorpel, aber keinen
Knochen. Der maligne Tumor zeigt im Vergleich zum Chondrom einen starkeren
Zellreichtum und eine starkere Pleomorphie. Plumpe Zellen mit groRen Kernen, Doppelkerne
oder Mitosen sind selten (Weber et al., 1988).

Chondrosarkome kdnnen in jedem Lebensalter vorkommen, gehauft aber im Erwachsenen-
alter (Roéssler et al., 1997). In der Regel sind Patienten tUber 30 Jahren betroffen. Das
Chondrosarkom kann von einem lokal aggressiven und nicht metastasierten Tumor (Grad )
bis zu einem unter Umstanden tddlich verlaufenden dedifferenzierten Chondrosarkom (Grad
IV) reichen.

Das Chondrosarkom macht 20% der malignen Knochentumore aus (Rosenberg et al., 2003)
und tritt bevorzugt in den stammnahen R6hrenknochen und dem Becken auf. Bevorzugt
werden Femur, Becken, Humerus, Rippen, Tibia und Scapula befallen (Schajowicz et al.,
1994). Die Malignitat ist umso gréRer, je zentraler das Chondrosarkom liegt (Grabias et al.,
1974). Chondrosarkome werden in primare und sekundare Knorpelgeschwiilste unterteilt. Die
Atiologie des primaren Chondrosarkoms ist nicht geklart. Zum primaren Chondrosarkom
gehdoren, laut WHO-Klassifikation:konventionelles-,dedifferenziertes-,juxtakortikales-,
mesenchymales Chondrosarkom und Klarzellchondrosarkom.

Sekundare Chondrosarkome entstehen durch maligne Entartung aus kartilaginédren
Exostosen oder Chondromen. Die maligne Entartung aus solitdren Exostosen ist selten. Ein
erhohtes Risiko findet sich bei der Enchondromatose, dem Morbus Ollier und beim Mafucci-
Syndrom (Steinau et al,. 2011). Das Malignitatsrisiko liegt bei solitaren Osteochondromen bei
1% und fur multiple hereditére kartilaginare Exostosen bei 10% (Huvos et al., 1972). Auch
wurden Chondrosarkome beim Knocheninfarkt (Weber et al., 1988) dem Morbus Paget und
bei fibroser Dysplasie (Evans et al., 1977; Pritchard et al., 1980) beschrieben.

Im Roéntgenbild findet man Osteolysen und intratumurale Verkalkungen . Typisch ist eine
wolkig blasenartige Auftreibung des Knochens mit zentralen Verkalkungen. Symptomatisch
wird es durch Schmerzen und oder eine Schwellung. Der Differenzierungsgrad bestimmt die
Malignitat. Das Chondrosarkom metastasiert vorwiegend hdmatogen in die Lunge und selten
lymphogen (Campanacci et al., 1968; Bruns et al., 2001).

Das wichtigste Therapieprinzip beim Chondrosarkom ist die operative Tumorresektion. Eine
Strahlentherapie ist nur im Einzelfall zu erwagen, da Chondrosarkome wenig strahlen-
sensibel sind. Nicht sicher nachgewiesen ist die Wirksamkeit der adjuvanten Chemotherapie.
Erfolgsversprechend scheint eine Chemotherapie bei G3-Chondrosarkomen mit einem
hohen Metastasierungsrisiko zu sein (Assenmacher et al., 1999) geben die 10 Jahres
Uberlebensrate je nach Differenzierungsgrad des Sarkoms wie folgt an: G1: 40- 80%, G2:
40- 60%, G3: 15- 35%. Eine schlechte Prognose haben Chondrosarkome mit abnehmendem
Differenzierungsgrad. Auch eine stammnahe Lokalisation ist ungunstig.
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1.3 Benigne mesenchymale Tumore

1.3.1 Osteochondrom

Die WHO definiert das Osteochondrom als einen kappenartigen, mit Knorpelgewebe
Uberzogenen, knéchernen Vorsprung auf der Au3enflache des Knochens.

Typischerweise finden sich Osteochondrome in den langen metaphysaren Rohrenknochen
mit einem starken Langswachstum, z.B. der distalen Femurmetaphyse sowie der proximalen
Humerus- und Tibiametaphyse.

Das Osteochondrom ist mit einer Inzidenz von 40% der haufigste aller benignen
Knochentumore. Die Dunkelziffer kdnnte deutlich hoher sein, da viele Osteochondrome
asymptomatisch bleiben und sich so der Diagnostik entziehen. Meist weisen die Patienten
aber multiple Lasionen auf und die Diagnose erfolgt im Kindesalter bzw. bis in die dritte
Lebensdekade. Eine Geschlechterbevorzugung lief3 sich hier nicht nachweisen.

Symptome kodnnen sich als Schmerzen oder als Komplikationen durch eingeklemmte Nerven
oder mechanische Obstruktion bemerkbar machen. Nach Abschluss des Knochen-
wachstums kommt es zu keiner weiteren Tumorzunahme.

Die Diagnose erfolgt aufgrund der Klinik und der Bildgebung. Das Osteochondrom zeigt im
Rontgenbild ein pilzahnliches Wachstum mit einer knorpeliger Kappe (Khurana et al., 2002).
Sehr selten kann sich aus dem Knorpeliiberzug auch ein sekundéares Chondrosarkom
entwickeln (Freyschmidt et al., 2003). Eine operative Abtragung erfolgt bei Beschwerden,
lokalen Druckerscheinungen im Sinne von Funktionsbehinderungen oder Irritation an
Gefallen oder Nerven und bei raschem Wachstum (Breusch et al., 2009).

1.3.2 Lipom und multiple Lipome

Das Lipom des Knochens ist eine gutartige Neoplasie aus Adipozyten, die sich im
Knochenmarksraum, in der Kortikalis und auf der Oberflache des Knochens entwickeln.
Lipome finden sich aber vor allem gehauft im subkutanen Fettgewebe (epifaszial). Als
bevorzugte Lokalisationen kommen der Nacken, die Schultern und der Ricken in Frage. Sie
sind nicht schmerzhaft, weich und verschieblich. Grundsatzlich betreffen sie jede
Altersgruppe wobei es einen Gipfel zwischen dem 40.-60. Lebensjahr gibt. Multiple Lipome
treten 3 mal haufiger bei Mannern als bei Frauen auf, 5-8% aller Lipome treten in grof3erer
Anzahl auf. Eine familidre Haufung scheint zu bestehen, desweiteren ein Zusammenhang
mit der Neurofibromatose und dem MEN- Syndrom (Salam et al., 2002; Hofmann et al.,
1998). 1946 wurden von Hofmann (Hofmann et al., 1998) infiltrierende intramuskulére
Lipome als eigene Entitat kategorisiert. Sie sind oft tief in der Skelettmuskulatur lokalisiert.
Monovakulares Fettgewebe findet sich zwischen den Muskelfasern und verdréngt die
Myozyten, dies kann bis zum vélligen Ersatz der Muskulatur durch Fettgewebe flhren.
Klinisch besteht eine schmerzlose Schwellung. Die Abgrenzung zum Liposarkom erfolgt
histologisch (Hofmann et al., 1998). Bei Beschwerden oder unter kosmetischen
Gesichtspunkten kénnen Lipome operativ entfernt werden.
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1.3.3 Enchondrom

Die WHO beschreibt Enchondrome als gutartige Tumore, die durch die Bildung von reifen
Knorpelzellen ohne histologische Zeichen des Chondrosarkoms (hohe Zelldichte,
Pleomorphie grof3en Zellen mit Doppelkernen oder Mitosen) charakterisiert sind. Eine
Theorie zur Entstehung des Enchondroms geht davon aus, dass dysplastische
Chondrozyten der Wachstumsfuge nicht an der Ossifikation teilhaben und im Bereich der
Metaphyse verbleiben. Im Rahmen des Knochenwachstums gelangen sie dann in den Schatft
des Knochens (Mirra et al., 1989).

Enchondrome bestehen aus hyalinem Knorpelgewebe und sitzen in der Markhéhle des
Knochens. Sie machen 10-12% aller benignen Knochentumore aus. Sie wachsen langsam
und fihren selten zu Beschwerden. Mit 54% sind Manner etwas haufiger als Frauen
betroffen (Adler et al., 1983). Enchondrome kdnnen solitar oder gehauft vorkommen. Das
Vorhandensein von multiplen Enchondromen kann beim Morbus Ollier oder dem Mafucci-
Syndrom beobachtet werden. Beim Morbus Ollier treten die multiplen Enchondrome nur in
einer Korperhalfte auf. Beim Mafucci-Syndrom finden sich zusatzlich zu Enchondromen
Hamangiome und Tumore in anderen Organen. Beide Tumorentitaten knnen maligne
entarten. Ein erhghtes Entartungsrisiko haben auch stammnah an den langen
Rohrenknochen oder im Becken gelegene Enchondrome. Das Risiko, aus diesen stammnah
gelegenen Enchondromen ein Chondrosarkom zu entwickeln wird im Vergleich zu peripher
gelegenen Enchondromen mit 50% angegeben.

Haufig finden sich Enchondrome als Zufallsbefund und sind asymptomatisch. V. a. in den
Handphalangen kommen sie gehauft vor, aber auch im Ful3skelett (Weber et al., 1979).
Prinzipiell kbnnen alle Altersgruppen betroffen sein, meist erfolgt eine Diagnose aber im
zweiten Lebensjahrzehnt (Buckup et al., 2001). Radiologisch zeigt sich eine scharfe
Aufhellung mit dem Bild von ,popkornartigen” Verkalkungen. Eine Therapie im Sinne einer
Klrettage und ggfs. Auffullung mit Spongiosa (Machens et al., 1997) oder Knochenzement
(Yasuda et al., 2006) erfolgt bei Frakturgefahr, Funktionsbeeintrachtigung oder der Gefahr
der Entartung. Oftmals reichen hier aber Rontgenkontrollen zur weiteren
Verlaufsbeobachtung aus.
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1.4 Das Immunsystem

Das Immunsystem wird unterteilt in das angeborene (unspezifische) und in das erworbene
(spezifische) Abwehrsystem (Janeway et al., 1997).

Zum unspezifischen Immunsystem gehéren auf zellularer Ebene Makrophagen, Mastzellen,
Monozyten, Granulozyten und NK-Zellen. Diese Zellen kdnnen eingedrungene Erreger
unabhangig von einer Antigen-Antikdrper-Interaktion phagozytieren und unschéadlich
machen. Ferner gehdren auch Akute-Phase-Proteine, das Komplementsystem und Zytokine
dazu. Das unspezifische Immunsystem ist daher in der Lage, schnell auf Erreger zu
reagieren; hat aber eine mangelnde Spezifitat gegen einzelne Erreger.

Zum spezifischen Immunsystem gehdéren B- und T-Zellen, die Antigene spezifisch erkennen
und mit Hilfe von Zytokinen beseitigen kbnnen. Das spezifische Immunsystem ist in der Lage
sogenannte Fremd-Antigene zu erkennen und von Selbst-Antigenen zu unterscheiden.

B- und T-Zellen exprimieren auf ihrer Zelloberflache bestimmte Rezeptoren fir ein
spezifisches Spektrum von Antigenen.

1.4.1 B- Zellen

B-Zellen entstehen im Knochenmark aus hdmatopoetischen Stammzellen und vermitteln die
humorale Immunitat durch die Fahigkeit, Antikérper zu produzieren. Die ausgereiften B-
Zellen befinden sich in den Follikeln der sekundéaren lymphatischen Organe und kénnen die
Follikel tber das Blut auch wieder verlassen.

B-Zellen besitzen einen B-Zell Rezeptor (BCR) auf ihrer Oberflache, der fir jede B-Zelle eine
eigene Spezifitat besitzt. Erkennt die B-Zelle mittels ihres BCRs ihr spezifisches Antigen,
kommt es zur priméren B-Zellantwort.

Sie differenzieren nach einem Antigen-Kontakt tber komplexe Prozesse zu Plasmazellen,
die Antikorper sezernieren (Klaus et al., 1978). Die Umwandlung einer B-Zelle zu einer
Antikorper produzierenden B-Plasmazelle dauert etwa 7 bis 10 Tage (0. V. Ribosepharm
division).

Aktivierte B-Zellen sind auRerdem in der Lage, Gedachtniszellen zu produzieren.

1.4.2 T- Zellen

T-Zellen entstehen aus lymphoiden Stammzellen des Knochenmarks. Die weitere
Entwicklung erfolgt im Thymus. Bei T-Zellen lauft die Antigen-Prasentation tber den T-Zell
Rezeptor (TZR) in Kombination mit Molekiilen des major histocompatibility complex (MHC)
ab. Diese Antigen-Prasentation erfordert ein sogenanntes ,processing“, bei dem die nicht
I6slichen, intakten Antigene in l6sliche Peptide zerlegt werden und als Humane-Leukozyten-
Antigen-Molekule (HLA) auf der Oberflache von Antigen-prasentierenden Zellen (APZ) von
den T-Zellen erkannt werden kénnen.

Nach dem Antigenkontakt kénnen sich T-Zellen in spezifische T-Helferzellen mit dem
Oberflachenmarker CD4 entwickeln, oder in spezifisch zytotoxische T-Zellen. Die T-
Helferzellen kdnnen wiederum in zwei Untergruppen eingeteilt werden konnen. Einmal in die
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Th1-Zellen, die Zytokine wie Interleukin-2 oder TNF-a bilden und eine wichtige Rolle bei der
Abwehr von T-Killerzellen spielen.

Th2-Zellen sezernieren beispielsweise Interleukin-10 und sind an der B-Zellaktivierung
beteiligt.

Die spezifischen zytotoxischen T-Zellen mit dem Oberflachenmarker CD8 sind an der
Elimination von infizierten und maligne entarteten Zellen beteiligt (Bonneville et al., 2010).

1.4.3 Natirliche Killerzellen

Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) gehdren zum angeborenen Immunsystem und kdnnen
virusinfizierte Zellen oder Tumorzellen beseitigen. Sie bendtigen keine vorherige
Sensibilisierung, wie das bei T-und B-Zellen der Fall ist und differenzieren sich unabhangig
vom Thymus (Moretta et al,. 1996; Lanier et al., 1998). NK-Zellen sind aber eng mit T-Zellen
verwandt und entwickeln sich aus einem gemeinsamen lymphoiden Knochenmarkvorlaufer
(Lanier et al., 1992). Arbeiten von Di Santo und auch von Freud (2006) weisen auf eine NK-
Zellentwicklung im Thymus und in Lymphknoten hin (Di Santo et al., 2006). Schon 1975
wurde die Zytotoxizitat der NK-Zellen gegentber Tumorzellen entdeckt (Kiesslin et al.,1975;
Heberman et al., 1975; Heberman et al., 1995). Aul3erdem sind NK-Zellen durch das Fehlen
des CD3+T-Zellrezeptors und durch die Expression der Rezeptoren CD56 und CD16
charakterisiert (Cooper et al., 2001).

Als NKT-Zellen werden bestimmte T-Zellpopulationen bezeichnet, die NK-Zelleigenschaften
zeigen (Brutkiewicz et al., 2002). NKT-Zellen kénnen die Aktivitat von NK-Zellen stimulieren.
Im menschlichen Blut machen NK-Zellen 10-15% der Lymphozyten aus und finden sich in
grolReren Mengen in der Milz, in Lymphknoten, im Knochenmark, in der Lunge, im
Gastrointestinaltrakt, in der Lamina propria, als gewebsspezifische Populationen, z. B. in der
Leber (Luo et al., 1999) und in der Plazenta (Colucci et al., 2003). Naturliche Killerzellen
koénnen einerseits zwischen eigenen und fremden Zellen unterscheiden und vermitteln
andererseits auch die Aktivierung von zytotoxischen Effektmechanismen. Zellen mit wenig
MHC-I-Molekllen werden von ihnen lysiert und sie férdern die Th1-Antwort und die Bildung
von T-Gedé&chtnis-Zellen (Kelly et al., 2002). Arbeiten von Imai zeigten 2000, dass eine
geringe Anzahl an NK-Zellen im peripheren Blut beim Menschen zu einem erhéhten
Karzinomrisiko fuhrt (Imai et al., 2002).

1.4.4 Regulation der NK-Zellen

Uber aktivierende oder inhibierende Signale, die die entsprechenden NK-Zellrezeptoren
erreichen, wird die Aktivitat der NK-Zelle reguliert (Lanier et al., 2003). Die NK-Zelle ist
inhibiert, wenn Gberwiegend inhibitorische Liganden vorhanden sind. Sie wird aktiviert, wenn
aktivierende Liganden im UbermaR vorhanden sind bzw. inhibierende Liganden fehlen und
lysiert dann die Zielzelle (Raulet et al., 2001). NK-Zellen werden durch Thl-Zytokine (IL2,
IL12 und IFN-y) aktiviert. Durch die Aktivierung werden Adhasionsmolekile und
aktivatorische Rezeptoren hochreguliert. Die Migrationsfahigkeit wird durch weitere
inflammatorische Chemokine (- z.B. MIPa/ (macrophage inflammatory protein) erhdht (Taub
et al., 1995). Ein adharenter Phanotyp kann bei hohen Konzentrationen von IL-2
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(1000 IE/mL) entstehen. Vujanovic et al. beschrieb 1995, dass dieser adharente NK-Zell-
Phanotyp ein erhdhtes Migrationsverhalten und Effektorpotential gegentber Tumorzellen
und Metastasen zeigt (Vujanovic et al., 1995).

Maenpaa et al. Zeigte 1993, dass eine IL-2-Aktivierung in vitro zu einer veranderten
Expression der Adhasionsmolekile und eventuell zu einer eingeschrankten migratorischen
Fahigkeit fihren kann (Maenpaa et al., 1993). NK-Zellen kénnen Uber die Sekretion von
Perforin/Granzym die Zielzelle direkt lysieren oder in Zusammenhang mit Proteinen (Fas),
durch TNF-a zur Tumorzellapoptose durch entsprechende Todesrezeptoren fihren (Trauth
et al., 1989; Takeda et al., 2001).

Die zZytokine INF-y, INF-a, GM-CSF, TGF-B, IL-1 und IL-10 werden von NK-Zellen im
Vergleich zu T-Zellen sehr schnell produziert (Trinchierei et al., 1989). Diese Zytokine
wiederum aktivieren Makrophagen, die IL-12 sekretieren. Zusammen mit IFN-y und IL-12
wird die Thl-Antwort stimuliert. MHC-Molekule werden auf virusinfizierten Zellen durch IFN-
y hochreguliert und sind somit wichtig fur die T-Zell Erkennung. Sie stellen die erste
Immunantwort gegenulber Pilzen, Parasiten oder Tumorzellen dar und beeinflussen auch die
Aktivitat von B- und T- Zellen (Hamerman et al., 2005; Biron et al., 2001; Kiesslin et al,.
1975). Perforine fuhren zu einer Offnung in der Membran der Zielzelle und gelangen durch
Granzyme schlieBlich in die Zelle und leiten die Apoptose ein. NK-Zellen kénnen auf ihrer
Oberflache den Fas-Liganden exprimieren. Der Fas-Ligand reagiert mit dem Fas-Rezeptor
der Zielzelle und so erfolgt ebenfalls die Apoptose der Zielzelle (Karre et al., 2002).
NK-Zellen kénnen prinzipiell an alle Kdrperzellen binden und diese abtoten, wenn ein
spezieller Rezeptor fur ein bestimmtes Antigen fehlt. Die Aktivitat der NK-Zellen wird tGber
MHC-spezifische und tUberwiegend inhibitorische Rezeptoren reguliert. Um von NK-Zellen
nicht abgetottet zu werden, exprimieren nahezu alle gesunden Kérperzellen bestimmte
Signalproteine (MHC I-Molekule). Zellen, die von einem Virus infiziert sind oder von einem
Tumor betroffen sind, regulieren ihre MHC-I-Molekule herunter, um so den T-Zellen keinen
Angriffspunkt zu liefern. NK- Zellen reagieren auf diese Herunterregulierung der MHC-I-
Moleklle mit der Lyse der entsprechenden Zielzelle. Die missing-self-Hypothese beschreibt,
dass das Fehlen von MHC-la-Molekdle zu einer NK-Zellattacke fuhrt (Ljunggren et al., 1990).
Von Karre als "express yourself or die" beschrieben (Karre et al., 1995). Das Uberwiegen
von aktivierenden Rezeptoren der NK-Zelle fuhrt zur Lyse der Tumorzelle (Korten et al.,
1999; Hanke et al. 2001). Tumorzellen schitzen sich durch die Expression von HLA-C und
nichtklassischen MHC-Ib-Molekilen (HLAG, -E), um dem Zugriff durch NK-Zellen zu
entgehen (Biassoni et al., 1995). NK-Zellen kdnnen dort eingreifen, wo Tumorzellen durch
geringe MHC-I-Molekulexression dem Zugriff durch T-Zellen entgehen.

1.4.5 Naturliche Killerzell-Rezeptoren

Jede NK-Zelle exprimiert neben den aktivierenden Rezeptoren auch inhibierende.
Inhibitorische Rezeptoren der NK-Zelle sind in der Lage MHC-Klasse-I-Molektle auf der
Zielzelle zu erkennen. So kann dann beispielsweise die Lyse durch die NK-Zelle inhibiert
werden. Je nachdem ob das inhibierende oder aktivierende Signal der NK-Zelle Uiberwiegt,
kommt es zur Lyse der Zielziele oder nicht. Wichtige Rezeptoren der NK-Zellen sind das zum
scluster of differentiation gehérende CD94+ Molekdl, die ,killer cell immunoglobulin like
receptors (KIR) beim Menschen und bei der Maus die Ly49-Proteine.
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Die meisten Rezeptoren von NK-Zellen werden tiber MHC-I aktiviert. MHC-I spezifische NK-
Zellrezeptoren werden in Lektin- und Immunglobulin-&hnliche unterteilt. NKG2D und NKp46
sind nicht MHC-1 abhangig (Moretta et al., 2000). Als Natural Cytotoxicity Receptors (NCRS)
werden die NK- Zellrezeptoren NKp46 und NKp30 bezeichnet. Die Rezeptoren NKp46 und
NKp30 finden sich auf NK-Zellen bei aktivierten NK-Zellen und nicht auf T-Zellen (Vitale et
al., 1998). Ishigami et al. zeigte 2000, dass die Dichte der exprimierten NCRs mit der
Zytoxizitat der NK-Zelle korreliert (Ishigami et al., 2000). Uber den Rezeptor NKG2D kénnen
zytotoxische Lymphozyten (NK-Zellen und CD8+T- Zellen), virusinfizierte und maligne
Korperzellen erkennen und so auch eliminieren. NKG2D kann mit seinen MHC Klasse |
ahnlichen Liganden MICA, MICB, ULBP1-4 interagieren und so ein Aktivierungssignal
auslosen. MICA, MICB und ULBP1-4 werden nicht von normalen Kérperzellen exprimiert,
konnten aber auf virusinfizierten Zellen und maligne transformierten epithelialen Zellen
gefunden werden. Lanier et al. beschrieb die Elimination von Tumoren ber NKG2D im
Mausmodell und bezeichnete es als ,renaissance of the tumor immunosurveillance
hypothesis“ (Lanier et al., 2001). NKG2D gehdrt zur C-Typ V-Lektin-Rezeptor- Superfamilie.
Bislang nicht génzlich geklart ist, ob NKG2D die Zytotoxizitat ibernimmt, wenn die anderen
NCR in ihrer Funktion eingeschrankt sind (Sivori et al., 1999). NKG2D erkennt MHC-I
homologe Dimere MICA, MICB und ULBP1-3 (Falk et al., 2002). Alle NK-Zellen und alle T-
Zellen, die Uber einen CD8+ Rezeptor verfligen, exprimieren NKG2D (Raulet et al., 2003).
Bei NK-Zellen wirkt NKG2D als aktivierender Rezeptor. Eine eigenstandige Zytotoxizitat hat
NKG2D auf T-Zellen nicht, hier wirkt dieser Oberflachenrezeptor lediglich kostimulierend bei
der Lyse. Als Adaptermolekil dient NKG2D das Molekill DAP10, das Uber eine
Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI3K) sein Signal weiterleitet (Billadeau et al., 2003).
Verschiedene aktivierende Rezeptoren sind fur die Zytotoxizitat der NK-Zelle verantwortlich.
Zur Gruppe der aktivierenden Rezeptoren gehdren die natirlichen Zytoxizitats-Rezeptoren
(natural cytotoxicity receptors, NCR) (Grabias et al., 1974). Oberflachenmolekile, die
spezifisch von NK- Zellen exprimiert werden, sind die Rezeptoren NKp46+ und NKp30+.
NKp46+ findet sich auf allen NK-Zellen (Price et al., 1969; Huvos et al., 1972).

Die zytotoxische Aktivitat der NK-Zelle korreliert mit der Dichte der NCR auf der
Zelloberflache (Moretta et al., 2000). Intrazellulare Adaptermolekdile, die Tyrosin-enthaltende
aktivierende Motive besitzen (immunoreceptor tyrosin-based activating motifs, ITAM) bilden
mit dem Rezeptor einen Komplex und leiten das Signal weiter. Die ITAM werden nach ihrer
Aktivierung durch den Rezeptor von Tyrosinkinasen phosphoryliert. Dies fuhrt zu einer
Rekrutierung von Tyrosinkinasen der ZAP70/Syk- Familie, die die Weiterleitung des Signals
tbernehmen. NKp46 und NKp30 bedienen sich einer CD3-Kette (CD 247).

Der Rezeptor NKp46 entfaltet seine Zytotoxizitéat nicht MHC-I-abhangig (Pende et al., 1999).
Wird NKp46 durch spezifische Rezeptoren blockiert, wird auch die NK-Zell vermittelte Lyse
reduziert (Vitale et al., 1998). Aktivierte NK-Zellen exprimieren NKp46 und NKp44 und finden
sich nur bei NK-Zellen, wahrend NKp44 auch auf einer Subpopulation von T-Zellen
vorkommt (Ishigami et al., 2000). Die Dichte der NCR auf der Zelloberflache korreliert mit der
Zytotoxizitat in Bezug auf die zu eleminierende Zelle. Bei Patienten mit HIV zeigte De Maria
et al. den Zusammenhang der verminderten Rezeptorexpression von NKp46+ und
NKp30+Zellen mit der verminderten Zytoxizitat der NK-Zellen (De Maria et al., 2003).
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1.4.6 Die einzelnen Zellmarker in der Ubersicht: Analyse der Expressionsmuster bei
den unterschiedlichen Tumorentitaten

Zellen besitzen Oberflachenmolekiile, die tber monoklonale Antikérper identifiziert und damit
auch bestimmte Zellentwicklungen zugeordnet werden kénnen. Monoklonale Antikorper, die
gleiche Oberflachenstrukturen erkennen, werden in einem ,Cluster of Differnetiation® (CD)
zugeordnet (8th International Workshop and Conference on Human Leukocyte Differentiation
Antigenes [HLDAS] , Adelaide, 2004).

Durch die Entwicklung der monoklonalen Antikérper zusammen mit der Durchflusszytometrie
konnen Lymphozyten anhand ihrer Oberflachenantigene (CD) weiter in T-, B- und NK-Zellen
unterteilt werden (Sack et al., 2000; Pechhold et al., 1994).

CD3-/CD19+

Pro-B-Lymphozyten und Plasmazellen exprimieren CD19 als Korezeptor. B-Lymphozyten
bendétigen CD19 im Rahmen der Proliferation und auch fur ihre Aktivierung.

Der Normwert fur CD3-/CD19+ Lymphozyten liegt bei Gesunden um die 8-16% (Ragan et
al., 1946). Der Normbereich von reifen B- Zellen liegt bei 3-13% und der von unreifen B-
Zellen wird mit 0-2% im peripheren Blut angegeben.

CD3+/CD56-

Lymphozyten mit diesem Marker gehdren zu den zytotoxischen T-Lymphozyten, die MHC |
unabhangig zytotoxisch wirken. Diese Zellen werden als NK-ahnliche T-Zellen (NK-like-T-
cells) bezeichnet (Schellong et al,. 1997).

CD3-/CD56+

CD56+ wird von fast allen NK-Zellen exprimiert (Burger et al., 2005). In der Literatur wird
der Normbereich der NK-Zellen mit 3-31% im peripheren Blut angegeben.

NK-Zellen sind wie schon erwéahnt in der Lage ohne weitere Reifung oder Sensibilisierung
Tumorzellen oder virusinfizierte Zellen abzutéten (Weber et al., 1979).

CD3-/NKG2D+

NKG2D+ Rezeptor vermittelt konnen NK-Zellen und CD8+T-Zellen virusinfizierte und
maligne Kdrperzellen identifizieren und eliminieren.

CD3-/NKp30+

NKp30 ist ein aktivierender Rezeptor, der auf NK-Zellen konstitutiv exprimiert wird. Die

Expression dieses Rezeptors wurde bisher auch bei aktivierten T-Lymphozyten aus der
Nabelschnur beobachtet (Yasuda et al. 2006). NKp30, wie auch NKp44 und NKp46 kdnnen
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bestimmte Heparansulfat-Mikrodomanen auf Tumorzellen erkennen. Fir NKp30 sind
humanes HLA-B- assoziiertes Transkript 3 (BAT3) und B7-H6 Liganden. Die Molekile CD3¢
und FCeRIy besizten eine ITAM-Domane und wirken an der Signaltransduktion von NKP30
mit (Machens et al., 1997; Buckup et al., 2001; Adler et al., 1983).

CD3-/NKp46+

NKp46 ist, wie auch NKp30, ein aktivierender Rezeptor und gehért zur Gruppe der
Naturlichen-Zytoxizitatsrezeptoren (NCRs).

1.5. Fragestellung

Bei der vorliegenden Promotionsarbeit handelt es sich um eine klinisch-experimentelle
Studie, in der Daten an der Klinik fur Orthopadie, Klinikum Rechts der Isar, Minchen
erhoben und analysiert wurden. Der Untersuchungszeitraum ging vom April 2009 bis April
2012. Insgesamt wurden 46 Patienten, die aufgrund mesenchymaler Neubildungen operiert
wurden, untersucht.

Den Patienten wurde zu bestimmten Zeitpunkten EDTA-Blut entnommen und mittels
Durchflusszytometrie hinsichtlich der Zellzahl und der Aktivitat der einzelnen Lymphozyten
hin untersucht.

Die einzelnen Lymphozyten in der Ubersicht

Rezeptor Zelltyp
CD3-/CD19+ B- Zelle
CD3+/CD56- T- Zelle
CD3-/CD56+ NK- Zelle
CD3-/NKG2D+ NK- Zelle
CD3-/NKp30+ NK- Zelle
CD3-/NKp46+ NK- Zelle

Tabelle 6: Die Tabelle zeigt die hier untersuchten Lymphozyten.

Der Einfluss des Immunsystems auf die Tumorelemination und -entstehung ist Gegenstand
vieler Studien. In dieser Arbeit sollte eine Aussage Uber das Verhalten und daraus
schlussfolgernd Aussagen zur Funktion der NK-Zellen, B-Zellen und T-Zellen bei malignen
(Osteo-, Lipo- und Chondrosarkomen) und bei benignen, mesenchymalen Tumoren
(Osteochondrome, Lipome und Enchondrome) gemacht werden.

Bisher fehlt es in der Literatur an Aussagen Uber das Verhalten der Immunzellen bei diesen
Tumoren.

Die zu ergriindenden Fragen bzw. Inhalte der Untersuchung lauten im Einzelnen wiefolgt:
- Wie verhalten sich bestimmte Lymphozyten in Bezug auf ihre Zellzahl und Aktivitat bei
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Osteo-, Chondro- und Liposarkomen?

- Wie verhalten sich bestimmte Lymphozyten in Bezug auf ihre Zellzahl und Aktivitat bei
Osteochondromen, Enchondromen und Lipomen?

- Wie verhalten sich die einzelnen Lymphozytenzahlen und deren Aktivitat vor und nach der
Resektion des malignen Tumors?

- Finden sich unterschiedliche Zellzahlen und Aktivitdten der einzelnen Zelle bei Patienten
mit einem Rezidiv im Gegensatz zu rezidiv-freien Patienten?

- Finden sich Unterschiede bei der Zellzahl und Aktivitat der einzelnen Zelle in Bezug auf das
Grading der Tumoren?

2 Patienten, Material und Methoden

2. 1 Patienten und Material

2.1.1 Patientenkollektiv

Zwischen April 2009 und April 2012 wurden in der Orthopéadischen Klinik des Klinikum
Rechts der Isar, Minchen, ménnliche und weibliche Patienten, die an verschiedenen
muskuloskelettalen Tumoren litten und operativ behandelt wurden in einer Studie
zusammengefasst. Untersucht wurden Lipo-, Osteo-, und Chondrodsarkome sowie Lipome,
Osteochondrome und Enchondrome. In diese Studien flossen Patienten ein, die sich einer
Biopsie zur Diagnosesicherung und einer anschlie3enden priméren Tumoroperation
unterzogen.

Die Aufnahme der epidemiologischen Daten erfolgte aus der Patientenakte. Aussagen uber
das Grading wurden aus dem jeweiligen Pathologiebericht entnommen.

Bei allen Patienten in dieser Studie gab es zum Zeitpunkt der Operation keinen Anhaltspunkt
fur das Vorhandensein von Metastasen.

Die primare Tumoroperation erfolgte nach sorgfaltiger Auswertung aller erhobenen Befunde.
Als priméares Verfahren erfolgte bei allen Patienten die Resektion des Tumors.

Den Patienten wurde zu bestimmten Zeitpunkten EDTA-BIlut entnommen. Die erste
Blutabnahme erfolgte bei allen Patienten zum Zeitpunkt vor der Biopsie des Tumors. Die
nachste Blutabnahme erfolgte dann postoperativ bei allen Patienten nach ca. drei Monaten.
Eine weitere Blutabnahme zur Verlaufskontrolle der Lymphozytenzahlen und deren
Rezeptorexpression erfolgte dann ca. sechs Monate postoperativ. Bei den Chondro-
sarkomen wurden statt drei Blutproben, insgesamt vier abgenommen. Die 4. Blutprobe
erfolgte nach einem Jahr postoperativ.

Einige Patienten hatten je nach Sarkomklassifizierung bereits eine neoadjuvante
Chemotherapie hinter sich. Die Therapie (neo- oder adjuvante Chemotherapie oder
Radiatio), das Grading und ein etwaiges Rezidiv des Sarkoms wurden beriicksichtigt.

-23-



Bei den Tumoruntersuchungen wurden 6 Untersuchungsgruppen gebildet: Osteosarkome,
Osteochondrome, Liposarkome, Lipome, Chondrosarkome und Enchondrome.

Die untersuchten Tumore in der Ubersicht

Maligne Tumore Benighe Tumore
Osteosarkome Osteochondrome
Liposarkome Lipome
Chondrosarkome Enchondrome

Tabelle 7: Die Tabelle gibt einen Uberblick tber die Tumore deren Lymphozyten im peripheren Blut in dieser Arbeit néher
untersucht wurden.

2.1.2 Gerate

Die Messung der Proben erfolgte mit einem Calibur- Facs der Firma BD mit CellQuest
Software.

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

15 ml Falcon R6hrchen
50 ml Falcon Rohrchen
1.5 ml Eppendorf Tubes

2.1.4 Chemikalien

Lymphocyte Separation Medium LSM 1077 (PAA Cat.No J15-004)
RPMI (Gibco 21875)

FCS steril filtriert (PAA Cat.No. A15-101)

Einfriermedium (20%DSMO in RPMI)

FACS Medium (PBS mit 10% FCS)

FACS Lysing Solution (BD Cat.No. 349202)

Alle tGbrigen Verbrauchsmaterialien wurden bei den gangigen Distributoren: VWR, Ismaning
und Carl Roth GmbH, Karlsruhe bestellt.
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2.1.5. Panel fur NK Analyse

Antikorper

Rohrl

Rohr2

Rohr3

Rohr4

Rohr5

Rohr6

IgG1-FITC
IgG1-PE
IgG1-PerCP

IgG1-APC

CD94-FITC
CD56-PE
CD3-PerCP

CD45-APC

CD56-FITC
CD19-PE
CD3-PerCP

CD45-APC

CD56-FITC
CD16-PE
CD3-PerCP

CD45-APC

CD56-FITC
NKG2D-PE
CD3-PerCP

CD69-APC

CD56-FITC

NKp30-PE

Volumen
5uL

5uL

5uL

1uL

5uL

5uL

10uL

1uL

5uL
20uL
10uL

1uL

5uL
10uL
10uL

1uL

5uL

10uL

10uL

5uL

5uL

10uL

Verdinnung
pur

pur
pur

pur

pur
pur
pur

pur

pur
pur
pur

pur

pur
pur
pur

pur

pur
pur
pur

pur

pur

pur
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Rohr7

Rohr8

Rohr9

CD3-PerCP

CD69-APC

CD56-FITC
NKp44-PE
CD3-PerCP

CD69-APC

CD56-FITC
NKp46-PE
CD3-PerCP

CD69-APC

CD94-FITC
NKG2D-PE
CD3-PerCP

CD56-APC

Rohr10 CD94-FITC

NKp30-PE
CD3-PerCP

CD56-APC

Rohr11 CD94-FITC

NKp44-PE
CD3-PerCP

CD56-APC

Rohr12 CD94-FITC

NKp46-PE

CD3-PerCP

10uL

5uL

5uL

10uL

10uL

5uL

5uL

10uL

10uL

5uL

5uL

10uL

10uL

10uL

5uL

10uL

10uL

10uL

5uL

10uL

10uL

10uL

5uL

10uL

10uL

pur

pur

pur
pur
pur

pur

pur
pur
pur

pur

pur
pur
pur

pur

pur
pur
pur

pur

pur
pur
pur

pur

pur
pur

pur
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CD56-APC

Rohr13 cmHsp70.1-FITC
............ kein
CD14-PerCP
CD56-APC

1.1.6 Facs-Antikdrper

Antikorper

IgG1-FITC
lgG1-PE
IgG1-PerCP
lgG1-APC
CD3-PerCp
CD16-PE
CD14-PerCP
CD19-PE
CD45-APC
CD56-FITC
CD56-PE
CD56-APC
CD69-APC
CD94-FITC
cmHsp70.1-FITC
AntiNKp30-PE
AntiNKp44-PE
AntiNKp46-PE

NKG2D-PE

10uL

5ul

PE Antikorper --------

10uL

10uL

Katalognummer

345815
345816
345817

MG 105
345766
555407
345786
555413
MHCD 45 05
345811
345812
555518
340560
555888
eigene Herstellung
PN IM 3709
PN IM 3710
PN IM 3711

FAB 139P

pur

von Charge abhangig

pur

pur

Firma

BD

BD

BD

Caltag

BD

BD Pharmingen
BD

BD Pharmingen
Caltag

BD

BD

BD

BD

BD Pharmingen
multimmune
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter

R&D-Systems
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2.2 Methoden

2.2.1 Durchfihrung der vendsen Blutabnahmen

Patienten mit Sarkomen wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten Blut in ein 7 ml EDTA-
Blutréhrchen und in ein 7 ml Serum-Réhrchen abgenommen. Die erste Blutabnahme erfolgte
kurz vor der Operation. Teilweise hatten sich die Patienten bereits einer neo- oder
adjuvanten Chemotherapie und in wenigen Fallen auch einer Bestrahlung unterzogen.

Alle Blutabnahmen erfolgten nach vorausgegangener Aufklarung und schriftlich erteiltem
Einverstandnis. Ein entsprechendes Ethikvotum liegt vor.

2.2.2 Transport des Blutes

Bis auf wenige Ausnahmen erfolgte der Transport unmittelbar nach der Blutabnahme. Die
Blutproben wurden in das Labor der Radioonkologie und Strahlentherapie am Krankenhaus
Rechts der lIsar in Minchen gebracht. Dort wurde das EDTA-Blut unmittelbar nach
entsprechender Aufbereitung der Facsanalyse zugefuhrt.

2.2.3 Lymphozytenseparation und Stimulation

Die Blutréhrchen wurden nicht ausgesplilt, sondern die Zellen im Abnahmeréhrchen flr eine
FACS-Analyse verwendet. Zuerst wurde das Blutvolumen notiert. Das Blut wurde 1:1 mit
RPMI in 50ml Falcon-Rohrchen verdinnt. Dann flllte man LSM 1077 in Falconréhrchen,
abhangig von der Blutmenge. 1- 2 Réhrchen Blut, d.h. 4ml wurden in 15ml Falconréhrchen
Uberfihrt und 3-5 Réhrchen Blut, d.h. 10ml wurden in 50ml Falconréhrchen tberfuhrt. Dann
wurde LSM 1077 mit BIut/RPMI vorsichtig Uberschichtet (das Gesamtvolumen sollte 40-45ml
betragen).Nun erfolgte die Zentrifugation bei 850g (2000rpm) fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur und langsamer Beschleunigung (Stufe 4).

Daraufhin wurde der Lymphozytenring mit RPMI abgenommen, in ein neues Tube Uberfihrt
und mit RPMI aufgefillt. Es folgte wieder die Zentrifugation bei 700g (1800rpm) fur 10
Minuten wieder bei Raumtemperatur und mit Bremse (Stufe 9).

RPMI wurde abgenommen und mit 5ml RPMI resuspendiert. An diesem Punkt erfolgte die
Zellzahlbestimmung mit Trypanblau und Essigsaure (oder mit Tirck scher Losung). Erwartet
wurden ca. 2Mio Zellen/ml Blut.

2.2.4 Vorbereitung der Proben

Das Blut wurde mit PBS verdiinnt. Pro Blutprobe wurden 13 FACS-ROhrchen bendtigt.
100uL Blut/Blut-PBS-Gemisch/Ansatz pro FACS-Tube wurde pipettiert. Dann wurden die
einzelnen Antikdrper zugegeben und die Tubes wurden aufgeratscht. Es folgte eine
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Inkubationszeit von 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln. Daraufhin wurde mit 2ml
10%igem-Facs- Puffer bei 500g (=1500rpm) fir 5 Minuten bei Raumtemperatur alles
gewaschen. Der Uberstand wurde vollstandig abschittet, und das Pellet wurde aufgeratscht.
Dann gibt man 2ml Lyse- Puffer-Losung (BD Lysing Solution Cat. 349 202) hinzu. Die Tubes
wurden kurz sanft gevortext (Stufe 4, <1 Sek.). Es wurde Uberprift, ob das Pellet
resuspendiert war. Dann erfolgte eine Inkubation fir 10 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln. Daraufhin wurden die Eppendorf Tubes bei 500g fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Das Pellet wurde wieder vorsichtig aufgeratscht. Es folgte das
Waschen mit 3ml 10%-igem-Facs-Puffer und eine erneute Zentrifugation bei 500g fir 5
Minuten bei Raumtemperatur. Der Uberstand wurde abschiittet bzw. abgesaugt, das Pellet
wurde erneut aufgeratscht und es wurde 500ul FACS-Puffer hinzugegeben. Innerhalb von
einer Stunde wurde alles gefacst.

2.2.5 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit Trypanblau und Essigsaure (oder mit Turck scher
Losung); erwartet wurden ca. 2 Mio Zellen/ml Blut. Alle Zellz&hlungen erfolgten in einer
Neubauer Zahlkammer. Um zwischen toten und lebenden Zellen differenzieren zu kénnen,
wird Trypanblau verwendet. Vitale Zellen erscheinen unter dem Lichtmikroskop hellblau, tote
Zellen dunkelblau (Trypanblau kann bei toten Zellen eindringen und farbt sie somit dunkler).
Um die vitalen Zellen zu z&hlen, wurden zu 20 ul Zellsuspension 20 ul einer 0,1%igen
Trypanblaulésung gegeben. Es folgte die Suspension der Zellen und das Uberfiihren in die
Neubauer Zahlkammer. Mit einem Lichtmikroskop wurde die Anzahl der lebenden Zellen in
den vier Eckquadranten der Zahlkammer ausgezéahlt und gemittelt. Die Auswertung muss
innerhalb von 3 bis 5 Minuten erfolgen, da Trypanblau zytotoxisch fir die Zellen ist.

Die Zellzahl in der Zellsuspension wurde anhand folgender Formel bestimmt:

Zellen/mL = (Anzahl x Verdinnungsfaktor x 10,000) / gezahlte Quadranten

2.2.6 Durchflusszytrometrische Messung

Die durchflusszytometrischen Messungen wurden an einem Calibur Facs der Firma BD.
durchgefuhrt. Zur primaren Auswertung der Daten bedient man sich der cellquest software
der Firma BD. Die bei diesen Messungen ermittelten Werte sind relative Signalgrof3en der
gemessenen Zellen zueinander. Die Durchflusszytometrie wurde in dieser Arbeit zur
Bestimmung der Lymphozyten genutzt.
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2.2.7 Prinzip der Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie werden Zellen oder andere Partikel in einem
Flissigkeitsstrom gezahlt oder charakterisiert. Aus dem Probengefald werden die zu
untersuchenden Zellen in einer laminaren Stromung aufgereiht und in den optischen
Messbereich gebracht. Im optischen Messbereich wird jede einzelne Zelle von einem
geblndelten Laserstrahl angestrahlt. Dabei kommt es an der Zelle zur Lichtstreuung. Die
Lichtstreuung wird von entsprechenden Detektoren gemessen und man bekommt so
Informationen lber die Grél3e (Forward scratter, FCS) und Uber die Granularitat (Side
scratter, SSC) der Zelle. Die Beugung des Lichts im flachen Winkel wird mittels des
Vorwartsstreulichts (Forward scratter, FCS) gemessen und héngt vom Volumen der Zelle ab.
Informationen Uber die Brechung des Lichtes im rechten Winkel erhédlt man Uber das
Seitwartsstreulicht (Side scratter, SSC). Das Seitwartsstreulicht ist von der Granularitat,
GroRRe und Struktur des Zellkerns und der innerhalb der Zelle befindlichen Vesikel abhéngig.
Eine groRe Anzahl an Zellen wird innerhalb eines kurzen Zeitintervalls (> 1000/s) analysiert.
Dadurch erhalt man reprasentative Informationen uber die Zellpopulationen. Viel Licht
streuen Granulozyten mit ihrer rauen Oberflache und den in ihnen befindlichen Vesikeln, im
Vergleich zu den eher glatten T- Zellen. Eine weitere Differenzierung der Zellen erfolgt tber
die Markierung bestimmter Strukturen mit verschiedenen Fluoreszensfarbstoffen. Diese
Fluoreszenzfarbstoffe werden durch den Laserstrahl angeregt. Bei der Rickkehr in ihren
energetischen Grundzustand emittieren sie Fluoreszenzlicht einer bestimmten Wellenl&ange.
Dieses Fluoreszenzlicht wird von Photozellen detektiert. Bestimmte Zellen einer Population
kdnnen so anhand ihrer Merkmale identifiziert werden (Ferlazzo et al. 2004).

2.2.8 Isotypenkontrolle

Die Isotypenkontrolle ist ein Zellansatz, der parallel zu den anderen zu messenden Ansétzen
angesetzt wird. Die Zellen in der Isotypenkontrolle werden mit unspezifischen Antikérpern
der gleichen Klasse und des gleichen Fluoreszenzfarbstoffes inkubiert. So wird die hdchste
Fluoreszenz bestimmt, die eine fur dieses Merkmal negative Zelle noch generieren darf. Die
Moglichkeit einer unspezifischen Bindung des Primarantikorpers wird somit erfasst.

Fir jeden zu untersuchenden Zellansatz wurde bei dieser Arbeit bei jeder
durchflusszytometrischen Messung eine Isotypenkontrolle durchgefiihrt. Postiv flr einen
Zellansatz waren Messungen, deren Intensitat Gber den Werten der Isotypenkontrolle lag.
Die Isotypenkontrolle wurde wie oben beschrieben fir die einzelnen Zellansétze
durchgefiihrt. Die Fluoreszenzmerkmale missen in vorhandene und in nicht-vorhandene
Merkmale  klassifiziert werden, um eine qualitative Aussage Uber die
durchflusszytometrischen Messungen treffen zu kdnnen. Daflr bedient man sich der
Isotypenkontrolle.
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2.2.9 StorgroRen

Zwei StorgroRen, die bei der Durchflusszytometrie eine Rolle spielen sind die
Autofluoreszenz und die unspezifische Antikdrperbindung. Einige der analysierten Zellen
konnen aufgrund von StorgréR3en ein messbares Signal zeigen, obwohl das nachzuweisende
Merkmal bei ihnen nicht oder nur sehr gering ausgepragt ist. Eine geringflgige
Autofluoreszenz lasst sich bei fast allen Zellen finden. Allein die Anregung durch den
Laserstrahl kann durch ihre chemische Verbindung zur Emission von Licht verschiedener
Wellenlangen fuhren. So kann das aufgrund der Autofluoreszenz emittierte Licht ein
schwaches Signal verursachen, das von den Fluoreszenzkandlen gemessen wird. Eine
geringe  Affinitdt zu unspezifischen zellularen Molekilen weisen auch die
fluoreszenzgekoppelten Antikorper auf, die nicht nur an die spezifischen Antigene binden.

2.2.10 Statistik

Statistische Analysen wurden mit dem Programm IBM SPSS Statistics 20 durchgefihrt.
Ferner wurde mittels Microsoft Office Excel 2007 die Grafiken erstellt. Bei den dargestellten
Werten handelt es sich um Mittelwerte aus drei bzw. bei Chondrosarkomen um vier
unabhangige Experimente, wobei die Standardabweichung als Fehlerindikator eingesetzt
wurde. Signifikanzen wurden mit dem studentischen T-Test berechnet. Eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 wurde als signifikant gewertet. Bei Testergebnissen
ohne Signifikanz wurden diese nicht gesondert erwéahnt.

2.2.11. Uberlegungen zur Statistik und der experimentellen Methodik

Die fur die vorliegende Arbeit bearbeiteten und untersuchten Blutproben stammen von
Patienten aus der Klinik fur Orthopadie, Klinikum Rechts der Isar, Miinchen, und wurden in
der Klinik fur Strahlenonkologie Rechts der Isar Minchen einer Immunphanotypisierung
unterzogen. Ein eventueller Selektionseffekt kann aufgetreten sein, da die Patienten nicht
nach Alter, Geschlecht oder anderen Faktoren ausgeschlossen wurden. Die Selektion
erfolgte hier diagnoseabhéngig. Die Patienten wurden zu kleinen diagnostischen Gruppen
zusammengefasst. Diese Einteilung mag zwar hinsichtlich ihres Umfanges her gering sein,
war aber fir eine explorative Datenanalyse ausreichend. Zumal man die Inzidenz der
einzelnen Entitdten beachten muss. Die Analyse zielt nicht auf beweisende statistische
Aussagen ab. Die Statistik erfolgte mit dem studentischem T-Test und mit Microsoft Office
Excel 2007. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnten die Blutproben, nach entsprechender
Aufarbeitung auf die jeweiligen Zelltypen hin untersucht werden. Dabei wurden die Zellen mit
spezifischen farbkonjugierten Antikdrpern gefarbt und entsprechend gegated.

Beim Arbeiten mit Pufferldsung kann sich immer eine Verunreinigung einschleichen, die sich
auf einige Blutproben dann auswirkt. Auch aufgrund des Vorkommens von Erythrozyten in
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3 Ergebnisse

3.1 Osteosarkome

Patientenkollektiv

Bei 12 Patienten mit Osteosarkomen wurde wie schon beschrieben zu verschiedenen
Zeitpunkten Blut in EDTA- und Serum-R6hrchen abgenommen. Von den initial 12 Blutproben
konnten jedoch in der ersten Messung nur 11 verwendet werden. Die erste Blutabnahme
erfolgte kurz vor der Tumorresektion bereits im Operationssaal. Die zweite Blutabnahme
erfolgte dann ca. 3 Monate nach der Tumorresektion. Die dritte Blutprobe wurde ca. 6
Monate nach der Operation vorgenommen.

Therapieverfahren

Von diesen 12 Patienten unterzogen sich alle Patienten zum Zeitpunkt der ersten,
praoperativen Blutabnahme einer neoadjuvanten Chemotherapie.

Alter der Patienten

Der jungste Patient dieser Studie war 7, der alteste 55 Jahre. Gemittelt hatte diese
Patientengruppe ein durchschnittliches Alter von 26 Jahren. Das mittlere Erkrankungsalter
liegt zwischen dem 15. und 25. Lebensjahr und deckt sich mit dem gemittelten Alter der
Patienten in dieser Studie.

Geschlechterverteilung

4 Patientinnen und 8 mannliche Patienten nahmen an dieser Studie teil. Dies ahnelt der
bekannten Geschlechtsverteilung bei Osteosarkomen, wonach Jungen etwas haufiger
betroffen sind als Madchen.

3.1.1 Zusammenfassung der Ergebnisse Osteosarkom

Im untersuchten Setting erfolgte eine Vielzahl von Untersuchungen. In der Einzeldarstellung
sind diese Ergebnisse zu komplex, daher wurden die wesentlichen Ergebnisse vorweg
abgefasst. Uber die ausfiihrlichen Ergebnisse geben die nachfolgenden detaillierten Punkte
Ruckschlusse.
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Zellzahl und Rezeptorexpression der Patienten mit einem Osteosarkom im zeitlichen
Verlauf

Die B-Zellzahl nahm von der ersten (préoperativen) zur zweiten (postoperativen)
Blutabnahme signifikant ab (p=0,03). Die Rezeptorexpression zeigte tendenziell dazu
ebenfalls eine Abnahme. Die T-Zellzahl und Rezeptorexpression nahm von der ersten bis
zur dritten Blutprobe tendenziell zu.

Die NK-Zellzahlen zeigten in der zweiten Blutabnahme nach der Resektion des Tumors
zunachst einen Anstieg. Im weiteren zeitlichen Verlauf nahm die Zellzahl jedoch wieder ab.
Die Rezeptorexpression verhielt sich dazu ahnlich. Auch hier kam es in der postoperativen
Blutabnahme zunéachst zu einer Zunahme der Aktivitat. Im weiteren zeitlichen Verlauf war die
Rezeptorexpression wieder ricklaufig. Fur die Rezeptorexpression des Markers
CD3/NKp46+ zeigte sich von der zweiten zur dritten Blutabnahme eine signifikante Abnahme
(p=0,05).

Zellzahl und Rezeptorexpression der Osteosarkome G2 und der Osteosarkome G3 im
Vergleich

Zusammenfassend |1t sich in Bezug auf die Zellzahl und die Rezeptorexpression der
Osteosarkome G2 (n=2) und G3 (n=9) folgendes sagen.

Bei den Osteosarkomen G2 zeigten sich im Vergleich der ersten Blutabnahmen ahnliche bis
teilweise niedrigere NK-Zellzahlen als bei den Osteosarkomen G3. Die B-Zellzahl und die T-
Zellzahl war bei den Osteosarkomen G3 geringfligig hoher.

Die Rezeptordichte zeigte fur die Osteosarkome G2 in Bezug auf die NK-Zellmarker hohere
Werte in der ersten Messung (préoperativ). In der zweiten Messung zeigten sich bei den
Osteosarkomen G2 in Bezug auf die NK-Rezeptorexpression geringere Werte. Aussagen
Uber die dritte Messung bzw. den weiteren Verlauf konnte aufgrund der geringen Fallzahl der
Osteosarkome G2 (n=2) und aufgrund fehlender Compliance nicht getroffen werden.

Im Allgemeinen scheinen die Osteosarkome G2 gegeniiber den Osteosarkomen G3 initial
eine leicht erhohte B- und T-Zellzahl und Aktivitat zu besitzen.

Die Zellzahlen der einzelnen Lymphozyten subsets zeigten keine signifikanten Unterschiede.
Die B-Zellzahl und die Zellen mit dem Marker NKG2D+, NKp30+ und NKp46+ waren beim
Osteosarkom G2 postoperativ ricklaufig.

Genau umgekehrt verhielt es sich bei den Osteosarkomen G3. Hier war unmittelbar
postoperativ die B-Zellzahl signifikant fallend (p=0,05), wéhrend die NK- Zellzahlen nach der
Resektion des Sarkoms zunachst zunahmen. Erst im weiteren postoperativen Verlauf kam
es hier wieder zu einem leichten Rickgang der NK-Zellzahl.

Die Rezeptorexpression der Osteosarkome G2 zeigte eine signifikante Abnahme fur die B-
Zellen (p=0,02). Fur die T-Zellen zeigte sich eine signifikante Zunahme der
Rezeptorexpression (p=0,03). Auch bei den NKG2 D+ Zellen zeigte sich eine signifikante
Zunahme der Rezeptorexpression (p= 0,01). Die NKp30+ Zellen zeigten beim Osteosarkom
G2 einen signifikanten Rickgang der Rezeptoraktivitat (p= 0,04).

Die Rezeptorexpression der Osteosarkome G3 zeigte keine signifikanten Werte in Bezug auf
die B- oder T-Zell-Rezeptorexpression. Die Rezeptorexpression der B-Zellen nahm
postoperativ hach sechs Monaten etwas zu, wahrend die der T- Zellen nahezu gleich blieb.
Lediglich fur den NK- Zellmarker CD3-/CD56+ zeigte sich eine signifikante Zunahme der
Rezeptorexpression (p=0,02) bei den Osteosarkomen G3.
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Vergleich der Zellzahl und Rezeptorexpression der Osteosarkome ohne und mit
Rezidiv

Beim Rezidiv war die B- Zellzahl und die Aktivitat der B- Zellen von Beginn der ersten
Blutprobe an hoéher als bei dem rezidivfreien Patientenkollektiv. Die T-Zellzahl und
Rezeptorexpression des Rezidivs war zu Beginn an niedriger als beim rezidivfreien
Patientenkollektiv.

Die Zellzahl der CD3-/NKG2D+ und der CD3-/NKp30+ Zellen waren beim Rezidiv ganz
geringfiigig hoher als beim rezidivfreien Patientenkollektiv. Auch die Rezeptorexpression war
bei diesen NK- Zellmarkern héher als beim rezidivfreien Patientenkollektiv.

Die Zellzahlen und die Rezeptorexpression der CD3-/CD56+ und der CD3-/NKp46+ Zellen
waren beim Rezidiv geringer als beim rezidivfreien Patientenkollektiv.

Eine deutlich vermehrte Aktivitdt zeigten die B-Zellen beim Osteosarkom Rezidiv. In der
zweiten Blutprobe, d.h. drei Monate postoperativ nahm die Aktivitat der B-Zellen sogar noch
zu. Alle NK-Zellen, aufer den CD3-/NKp46+ und den CD3-/CD56+ Zellen zeigten beim
Rezidiv bereits in der ersten Messung eine hohere Aktivitdt als bei den rezidivfreien
Patienten.

3.1.2 Einzelergebnisse

3.1.3 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Zellzusammensetzung beim Osteosarkom fur
B-, T- und NK-Zellen (Abb.3, Abb.4, Tab.8, Tab.9, Tab.10, Tab.11)

Bei Betrachtung der prozentualen Zusammensetzung der untersuchten Zellen beim
Osteosarkom  ergibt sich im Vergleich zwischen prd- und postoperativen
Entnahmezeitpunkten ein recht homogenes Bild. Eine Ausnahme bildet lediglich die Zellzahl
der B-Zellen.

Die B-Zellzahl nahm von der ersten (praoperativen) zur zweiten (postoperativen)
Blutabnahme signifikant zu (p=0,03). Die Rezeptorexpression zeigte tendenziell dazu
ebenfalls eine Zunahme.

Der Normwert fir CD3-/CD19+ Lymphozyten liegt bei Gesunden um die 8-16%. Der
Normbereich von reifen B- Zellen liegt bei 3-13% und der von unreifen B- Zellen wird mit O-
2% im peripheren Blut angegeben (Sack, Tarnok, 2006).

Die Zellzahl, wie auch die Aktivitat der einzelnen B-Zelle war bei den Patienten mit einem
Osteosarkom damit mutmalflich supprimiert.

Die T-Zellzahl und Rezeptorexpression nahm von der ersten bis zur dritten Blutprobe
tendenziell zu.

Die NK-Zellzahlen zeigten in der zweiten Blutabnahme nach der Resektion des Tumors
zunachst einen Anstieg. Im weiteren zeitlichen Verlauf nahm die Zellzahl jedoch wieder ab.
Die Rezeptorexpression verhielt sich dazu &hnlich. Auch hier kam es in der postoperativen
Blutabnahme zunéachst zu einer Zunahme der Aktivitat. Im weiteren zeitlichen Verlauf war die
Rezeptorexpression wieder ricklaufig.
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In der Literatur findet sich ein Anteil von T-Zellen von 55-83% im peripheren Blut (Comans-
Bitter et al. 1997). Die T-Zellen der Osteosarkome ergaben zum préoperativen Zeitpunkt
einen gemittelten Anteil von 69,0% .

In der Literatur wird der Normbereich der NK-Zellen mit 5-15% im peripheren Blut
angegeben (Claus et al. 2008). Die Patienten mit einem Osteosarkom zeigten praoperativ
einen gemittelten Anteil der CD3-/CD56+ Zellen von 7,19%. Hier zeigte sich bei den
Sarkomen eine erniedrigte Aktivitat der Lymphozyten bei niedriger Zellzahl.

Der gemittelte Anteill der CD3-/NKG2D+ bei den Osteosarkomen betrug 7,97%.

Die Osteosarkome zeigten fir CD3-/NKp30+ einen gemittelten Anteil von 6,16%.

Der gemittelte Anteil der CD3-/NKp46+ Zellen lag bei 7,32%.

*p<0,05
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Abbildung 3: Prozentualer Anteil der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten mit Osteosarkomen. Die Grafik zeigt
die Mittelwerte mit Standardabweichungen flr die Zellzahl der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fur die drei
Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf. Die
Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen. Signifikante Abnahme der CD3-/CD19+ Zellen von der ersten zur
zweiten Blutprobe (__* p=0,03).

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die B- Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T-
Zellzahl (CD3+/CD56-) beim Osteosarkom

Die folgende Tabelle zeigt die durchschnittlichen Zellzahlen der B- und T-Zellen im zeitlichen
Verlauf. Von der ersten, praoperativen bis zu den postoperativen Blutabnahmen. Wie schon
erwahnt, zeigt sich hier eine signifikante Abnahme der Zellzahl fir die B-Zellen (CD3-/
CD19+) nach der Resektion des Osteosarkoms.

Die Zellzahlen der T- Zellen zeigen, trotz Resektion, ahnliche Werte.
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Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl/ul) (Zellzahl/ul) (Zellzahl/ul)
CD3-/CD19+ 6,65 2,59 7,16 p(1/2) = 0,03
(5,57+/-) (3,17+/-) (7,07+/-) p(2/3) = 0,07
p(1/3) = 0,44
CD3+/ CD56- 69 73,28 75,78 p(1/2) = 0,2
(10,97+/-) (11,86+/-) (7,1+/-) p(2/3) = 0,36
p(1/3) = 0,14

Tabelle 8: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte flr die Zellzahl der ersten beiden Populationen und entspricht den B- und T-
Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahmen.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Natlrlichen Killerzellzahlen beim
Osteosarkom

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die zeitliche Entwicklung der einzelnen NK-
Zellmarker.

Bei den einzelnen Zellzahlen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Tendenziell
zeigte die Zellzahl aller untersuchten NK-Zellmarker in der zweiten Blutprobe, ca. drei
Monate nach der Resektion des Osteosarkoms, eine leichte Zunahme.

Die letzte Blutprobe, ca. sechs Monate nach der Resektion des Osteosarkoms zeigte
ahnliche Werte wie die erste Messung zum praoperativen Zeitpunkt.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl/ul) (Zellzahl/ul) (Zellzahl/ul)
CD3-/CD56+ 7,19 10,55 7,72 p(1/2) = 0,12
(3,42+/-) (8,51+/-) (5,04+/-) p(2/3) = 0,28
p(1/3) = 0,41
CD3-/NKG2D+ | 7,97 11,76 8,78 p(1/2) = 0,11
(3,62 +/-) (9,38 +/-) (4,73 +1-) p(2/3) = 0,28
p(1/3) = 0,36
CD3-/NKp30+ 6,16 9,26 7,12 p(1/2) = 0,07
(2,55 +/-) (6,33 +/-) (4,76 +/-) p(2/3) = 0,28
p(1/3) = 0,3
CD3-/NKp46+ | 7,32 11,15 8,18 p(1/2)=0,1
(3,47 +/-) (8,88 +/-) (5,3 +/-) p(2/3) = 0,27
p(1/3) = 0,36

Tabelle 9: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fir die Zellzahl der einzelnen Populationen der NK-Zellen im zeitlichen
Verlauf von der ersten préoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahmen.

3.1.4 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Rezeptordichte beim Osteosarkom fir B-, T-
und NK-Zelle

Die folgende Grafik soll einen Uberblick tber die Rezeptorexpression der einzelnen
Lymphozyten im zeitlichen Verlauf geben.
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Die B-Zellen zeigten nach ca. sechs Monaten postoperativ tendenziell die grof3te Aktivitat mit
einer Zunahme von 620,53% im Vergleich zum praoperativen Wert mit 464,5%.

Die Rezeptorexpression der T-Zellen zeigte fur alle drei Messung ahnliche Werte. Es zeigte
sich keine Tendenz. Signifikante Unterschiede lie3en sich nicht finden.

Der NK-Zellmarker CD3-/CD56+ zeigte in der zweiten Messung eine minimale Erhéhung der
Rezeptorexpression. Signifikante Unterschiede lie3en sich auch hier nicht finden.

Die Rezeptorexpression der CD3-/NKG2D+ zeigte von der ersten, d.h. paroperativen
Messung im Vergleich zur zweiten, postoperativen Messung einen Anstieg (p=0,06). In der
nachsten folgenden Messung, d.h. sechs Monate nach der Resektion blieb die
Rezeptordichte im Vergleich zum Ausgangswert auf einem ahnlichen, héheren Niveau.

Auch die Rezeptorexpression der CD3-/NKp30+ Zellen zeigte von der ersten zur zweiten
Messung tendenziell eine Aktivitditszunahme (p=0,06). In der letzten Messung blieb die
Rezeptordichte auf einem ahnlichen Niveau wie in der zweiten Untersuchung.

Einen signifikanten Unterschied zeigte die Rezeptorexpression bei den CD3-/NKp46+ Zellen,
wenn man die zweite mit der dritten Messung vergleicht (p=0,05). Die zunadchst hdhere
Rezeptorexpression vor Resektion des Osteosarkoms, die auch drei Monate postoperativ
noch bestand nahm in der dritten Messung signifikant ab. Sechs Monate nach der Resektion
des Osteosarkoms kam es also zu einer signifikanten Abnahme der Rezeptorexpression der
CD3-/NKp46+ Zellen.
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Abbildung 4: Mittlere Rezeptordichte (Mean fluorescence intensity, mfi) der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit Osteosarkomen. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fiir die Rezeptorexpression der gemessenen
Zellen in der Durchflusszytometrie fur die drei Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie
gemessenen Rezeptordichte im zeitlichen Verlauf. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen. Die CD3-
INKp46+ Zellen zeigten von der zweiten zur dritten Messung eine signifikante Abnahme der mittleren Rezeptordichte

(_*p=0,05).
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Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die Rezeptordichte der B-Zellen (CD3-/
CD19+) und die Rezeptordichte der T-Zellen (CD3+/CD56-) bei Osteosarkomen

Die folgende Tabelle zeigt die Durchschnittswerte der Rezeptorexpression der ersten beiden
Populationen und entspricht den B- und T-Zellen.

Signifikante Unterschiede lie3en sich hier nicht finden. Lediglich die B-Zellen zeigten in der
dritten Messung eine Zunahme der Rezeptorexpression im Vergleich zum Ausgangswert.
Bei den T-Zellen liel sich keine Tendenz erkennen.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl/ul) (Zellzahl/ul) (Zellzahl/ul)
CD3-/CD19+ 464,5 438,79 620,53 p(1/2) = 0,39
(157,96 +/-) (253,57 +/-) (297,38 +/-) p(2/3) = 0,15
p(1/3) = 0,11
CD3+/ CD56- 3,06 3,28 3,2 p(1/2) = 0,21
(0,59 +/-) (0,56 +/-) (0,62 +/-) p(2/3) =0,41
p(1/3) = 0,37

Tabelle 10: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Rezeptordichte der ersten beiden Populationen und entspricht den
B- und T-Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten préoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen
Blutabnahmen.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fiir die Rezeptordichte der einzelnen NK-
Zellen bei Osteosarkomen

In der folgenden Tabelle ist die durchschnittiche Rezeptorexpression der einzelnen NK-
Zellmarker dargestellt. Signifikante Unterschiede zeigten die CD3-/NKp46+. Hier kam es von
der ersten postoperativen Messung im Vergleich zur letzten postoperativen Messung zu
einem signifikanten Rickgang der Rezeptorexpression (p=0,05).

Tendenziell zeigte sich eine Zunahme der Rezeptorexpression bei den CD3-/NKG2D+ Zellen
und bei den CD3-/NKp30+ Zellen von der ersten (praoperativen) Messung zur zweiten
(postoperativen) Messung (p=0,06).

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl/pl) (Zellzahl/pl) (Zellzahl/pl)
CD3-/CD56+ 52,06 67,53 54,46 p(1/2) = 0,15
(33,65 +/-) (30,49+/-) (10,01+/-) p(2/3) = 0,21
p(1/3) = 0,44
CD3-/NKG2D+ | 56,66 74,0 76,81 p(1/2) = 0,06
(27,09 +/-) (15,13 +/-) (30,45 +/-) p(2/3) = 0,42
p(1/3) =0,11
CD3-/NKp30+ | 48,36 60,56 59,25 p(1/2) = 0,06
(15,11 +/-) (16,89 +/) (7,29 +/-) p(2/3) = 0,44
p(1/3) =0,1
CD3-/NKp46+ | 140,29 148,16 102,4 p(1/2) = 0,39
(63,53 +/-) (47,68 +/-) (19,76 +/-) p(2/3) = 0,05
p(1/3) = 0,13
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Tabelle 11: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fiir die Rezeptorexpression der einzelnen Populationen der NK-Zellen im
zeitlichen Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahmen. Hier zeigte sich
fur die mittlere Rezeptordichte der CD3-/NKp46+ Zellen von der zweiten zur dritten Blutprobe eine signifikante Abnahme
(p=0,05).

3.1.5 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Zellzusammensetzung beim Osteosarkom G2
far B-, T- und NK-Zellen (Abb.5, Abb.6, Tab. 12, Tab. 13, Tab.14, Tab.15)

Die folgende Grafik zeigt die durchschnittliche Zellzahl der B- und T-Zellen im Verlauf der
ersten beiden Messungen.

Zwei Patienten hatten ein Osteosarkom G2. Hier konnte aufgrund fehlender Compliance nur
die erste (praopertive) Blutabnahme und die erste (postoperative) Blutprobe gewonnen
werden.

Die Zellzahlen der einzelnen Lymphozyten subsets zeigten keine signifikanten Unterschiede.
Die B-Zellzahl und die Zellen mit dem Marker NKG2D+, NKp30+ und NKp46+ waren
postoperativ ricklaufig. Leider fehlt hier der weitere zeitliche Verlauf um zu sehen, ob es
wieder zu einer Zu- oder Abnahme der Rezeptorexpression kam.
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Abbildung 5: Prozentualer Anteil der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten mit Osteosarkomen G2. Die Grafik
zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fur die Zellzahl der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fir die zwei
Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf. Die
Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die B- Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T-
Zellzahl (CD3+/CD56-) bei Osteosarkomen G2

Die folgende Tabelle zeigt die durchschnittlichen Werte der Zellzahl der B- und T-Zellen.
Tendenziell nahm die B-Zellzahl postoperativ von 3,05 auf 0,88 ab. Die T-Zellzahl stieg nach
der Resektion des Tumors leicht an. Signifikante Unterschiede zeigten sich nicht.
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Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe Signifikanz

(Zellzahl/pl) (Zellzahl/u)
CD3-/CD19+ 3,05 (0,56+/-) 0,88 (1,31+/-) p(1/2) = 0,09 e
CD3+/CD56- 68,8(18,99+/-) 84,32 (1,87+/-) p(1/2) =0,18 |

Tabelle 12: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Zellzahl der ersten beiden Populationen und entspricht den B- und
T-Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zur zweiten postoperativen Blutabnahmen.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Natlrlichen-Killerzellzahl bei

Osteosarkomen G2

Die folgende Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fir die Rezeptordichte der einzelnen NK-
Zellen. Signifikante Unterschiede zeigten sich hier nicht.

Zeitlicher Verlauf der Natirlichen Killerzellzahl bei Osteosarkomen G2

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl/pl) (Zellzahl/ul)

CD3-/CD56+ 6,32 (1,73+/-) 6,8 (0,56+/-) p(1/2) = 0,38

CD3-/NKG2D+ 8,16 (0,66+/-) 7,45 (0,45+/-) p(1/2) = 0,17

CD3-/NKp30+ 6,79 (1,1+/-) 6,77 (0+/-) p(1/2) = 0,49

CD3-/NKp46+ 7,37 (1,53+/-) 6,75 (0,09+/-) p(1/2) = 0,32

Tabelle 13: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Zellzahl der einzelnen Populationen der NK-Zellen im zeitlichen
Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahmen.

3.1.6 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Rezeptordichte beim Osteosarkom G2 fiur B-,
T- und NK-Zelle

Die Rezeptorexpression zeigte eine signifikante Abnahme fir die B- Zellen (p=0,02). Die
gemittelte durchschnittliche Rezeptorexpression der T- Zellen zeigte fir die postoperative
Messung eine Zunahme (p=0,03). Bei den NKG2D+ Zellen zeigte sich eine signifikante
Zunahme der Rezeptorexpression (p=0,01). Die NKp30+ Zellen zeigten ebenfalls eine
signifikante Zunahme der Rezeptoraktivitat (p=0,04).

Aufgrund der extrem geringen Fallzahl sind die signifikanten Unterschiede nur sehr
eingeschrankt zu betrachten.
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Abbildung 6: Mittlere Rezeptordichte (Mean fluorescence intensity, mfi) der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit Osteosarkomen G2. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fur die mittlere Rezeptordichte der
gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fir die zwei Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels
Durchflusszytometrie gemessenen Rezeptordichte im zeitlichen Verlauf. Die Fehlerbalken entsprechen den
Standardabweichungen. Die gemittelte Rezeptordichte der CD3-/CD19+ Zellen zeigte postoperativ einen signifikanten
Rickgang (p=0,02). Die gemittelte durchschnittliche Rezeptorexpression der CD3-/CD56+ Zellen zeigte postoperativ eine
Zunahme (p=0,03). Die gemittelte durchschnittliche Rezeptorexpression der NK-Zellen mit den Markern CD3-/NKG2D+
(p=0,01) und CD3-/NKp30+ (p=0,04) zeigten postoperativ ebenfalls eine signifikante Zunahme.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die Rezeptordichte der B-Zellen (CD3-/
CD19+) und die Rezeptordichte der T-Zellen (CD3+/CD56-) der Osteosarkome G2

Die folgende Tabelle zeigt die Durchschnittswerte der Rezeptorexpression der ersten beiden
Populationen und entspricht den B- und T- Zellen.

Die Rezeptorexpression der B- Zellen nahm nach der Resektion des Tumors ab (p= 0,02).
Bei den T- Zellen kam es nach der Resektion des Tumors zu einer Zunahnme der
Rezeptorexpression (p= 0,03).

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl/ul) (Zellzahl/ul)

CD3-/CD19+ 375,4 336,83 p(1/2) = 0,02
(83,84 +/-) (356,13 +/-)

CD3+/ CD56- 3,16 3,3 p(1/2) = 0,03
(0,7+/-) (0,54+/-)

Tabelle 14: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Rezeptordichte der ersten beiden Populationen und entspricht den
B- und T-Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten préoperativen Blutentnahme bis zur postoperativen Blutabnahme.
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Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die Rezeptordichte der einzelnen NK-
Zellen der Osteosarkome G2

In der folgenden Tabelle ist die durchschnittliche Rezeptorexpression der einzelnen NK-
Zellmarker dargestellt.

Die CD3-/NKG2D+ Zellen zeigten im Vergleich zum praoperativen Zeitpunkt eine deutliche
Zunahme der Rezeptorexpression nach der Resektion des Osteosarkoms G2 (p=0,01).

Die CD3-/NKp30+ Zellen zeigten postoperativ eine Abnahme der Rezeptorexpression (p=
0,04).

Bei den CD3-/CD56+ Zellen und bei den CD3-/NKp46+ Zellen zeigte ein Abnahme.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl/ul) (Zellzahl/ul)

CD3-/CD56+ 91,08 39,88 p(1/2) = 0,22
(78,14+/-) (4,18+/-)

CD3-/NKG2D+ 52,58 76,17 p(1/2) = 0,01
(2,1 +/-) (2,43+/-)

CD3-/NKp30+ 59,23 20,17 p(1/2) = 0,04
(13,61+/-) (4,79+/-)

CD3-/NKp46+ 152,04 115,11 p(1/2) =03
(85,53+/-) (17,5+/-)

Tabelle 15: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Rezeptorexpression der einzelnen Populationen der NK-Zellen im
zeitlichen Verlauf von der ersten préoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen bei Osteosarkomen G2.

3.1.7 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Zellzusammensetzung beim Osteosarkom G3
far B-, T- und NK-Zellen (Abb. 7, Abb.8, Tab.16, Tab. 17)

Die folgende Grafik zeigt die prozentuale Zellzahl im Verlauf der drei Messungen.

10 Patienten hatten ein Osteosarkom G3. Hier zeigte sich lediglich fiir die B-Zellzahl eine
signifikante Abnahme von der ersten (préaoperativen) zur zweiten Blutprobe (postoperativ).
Die T-Zellzahl nahm tendenziell nach der Resektion des Sarkoms zu. Die NK-Zellzahlen
zeigten nach der Resektion eine Zunahme und im weiteren zeitlichen Verlauf wieder einen
Rickgang.
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Abbildung 7: Prozentualer Anteil der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten mit Osteosarkomen G3. Die Grafik
zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fir die Zellzahl der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fiir drei
Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf. Die
Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen. Signifikante Abnahme der CD3-/CD19+ Zellen von der ersten zur
zweiten Blutprobe (__* p= 0,05).

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte flr die B-Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T-
Zellzahl (CD3+/CD56-) bei Osteosarkomen G3

Die folgende Tabelle zeigt die durchschnittlichen Werte der Zellzahl der B- und T-Zellen. Die
B-Zellzahl zeigte von der ersten zur zweiten Messung eine signifikante Abnahme (p= 0,05).
In der dritten Messung nahm die B-Zellzahl tendenziell wieder zu.

In Bezug auf die T-Zellzahl zeigte sich keine Signifikanz. Die Zellzahl der T-Zellen zeigte vor
und nach Resektion des Sarkoms dhnliche Werte.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 103)
CD3-/CD19+ | 7,44 3,07 6,8 p(1/2) = 0,05
(5,91+/-) (3,44+/-) (8,62+/-) p(2/3) = 0,16
p(1/3) = 0,44
CD3+/ CD56- | 69,04 70,11 77,32 p(1/2) = 0,42
(10,25+/-) (11,6+/-) (7,82+/-) p(2/3) = 0,18
p(1/3) = 0,12

Tabelle 16: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Zellzahl der ersten beiden Populationen und entspricht den B- und
T- Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahmen der

Osteosarkome G3.
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Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Natlrlichen Killerzellzahlen bei
Osteosarkomen G3

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die zeitliche Entwicklung der einzelnen NK-
Zellmarker. Hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bei den einzelnen NK-
Zellmarkern.

Tendenziell scheint es in der ersten postoperativen Messung zu einer Zunahme der Zellzahl
zu kommen. Im weiteren Verlauf war die Zellzahl dann tendenziell wieder riicklaufig.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 10%)

CD3-/CD56+ 7,38 (3,75+/-) 11,63 (9,5+/-) 5,39 (2,32+/-) p(1/2) = 0,11
p(2/3) = 0,15
p(1/3) = 0,2

CD3-/NKG2D+ | 7,91 (4,04+/-) 13,0 (10,45+/-) | 6,73 (2,91+/-) p(1/2) =0,1
p(2/3) = 0,18
p(1/3) = 0,33

CD3-/NKp30+ | 6,01 (2,79+/-) 9,96 (7,12 +/) 4,95 (2,38+/-) p(1/2) = 0,08
p(2/3) = 0,14
p(1/3) = 0,28

CD3-/NKp46+ | 7,3 (3,85+/-) 12,41 (9,85 +/-) | 5,76 (2,65+/-) p(1/2) = 0,09
p(2/3) = 0,15
p(1/3) = 0,27

Tabelle 17: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fiir die Zellzahl der einzelnen Populationen der NK- Zellen im zeitlichen
Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahmen bei Osteosarkomen G3.

3.1.8 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Rezeptordichte beim Osteosarkom G3 fir B-,
T- und NK-Zelle

Die Rezeptorexpression der B- und T-Zellen ergab keine signifikanten Unterschiede.

Eine signifikante Zunahme der Rezeptorexpression zeigte sich von der ersten zur zweiten
Blutprobe nur fir den NK-Zellmarker CD3-/CD56+ (p= 0,02).

Die NK-Zellen mit dem Marker CD3-/NKG2D+ zeigten von der ersten zur zweiten Messung
eine Zunahme der exprimierten Rezeptoren (p= 0,08).

Ebenfalls zeigte sich eine Zunahme der Rezeptorexpression bei den CD3-/NKp30+ und den
CD3-/NKp46+ Zellen von der ersten zur zweiten Messung.

Scheinbar kommt es hier postoperativ zunachst zu einem reaktivem Anstieg der NK-
Zellzahlen, ohne jedoch auch dauerhaft zu einer vermehrten Rezeptorexpression zu fuhren.
Auch hier sind die signifikanten Unterschiede aufgrund der geringen Fallzahl nur sehr
eingeschrankt zu bewerten.
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Abbildung 8: Mittlere Rezeptordichte (mean fluorescence intensity, mfi) der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit Osteosarkomen G3. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fur die mittlere Rezeptordichte der
gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fiir drei Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels
Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen.
Signifikante Zunahme der gemittelten durchschnittlichen Rezeptorexpression der CD3-/CD56+ Zellen von der ersten zur
zweiten Blutprobe (__* p=0,02).

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die Rezeptordichte der B-Zellen (CD3-/
CD19+) und der T-Zellen (CD3+/CD56-) bei Osteosarkomen G3

Die folgende Tabelle zeigt die durchschnittlichen Werte der Zellzahl der B- und T-Zellen. Bei
den B-Zellen, wie auch bei den T-Zellen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 10%) (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 103)
CD3-/CD19+ 484,35 467,92 620,79 p(1/2) = 0,44
(167,0+/-) (245,22+/-) (364,23+/-) p(2/3) = 0,23
p(1/3) = 0,18
CD3+/ CD56- | 3,05 3,26 3,07 p(1/2) = 0,25
(0,61+/-) (0,6+/-) (0,7+/-) p(2/3) = 0,33
p(1/3) = 0,49

Tabelle 18: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Rezeptordichte der ersten beiden Populationen und entspricht den
B- und T-Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten préoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen

Blutabnahmen der Oste

osarkomen G3.
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Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die Rezeptordichte der einzelnen
Nattrlichen Killerzellen bei Osteosarkomen G3

In der folgenden Tabelle ist die durchschnittliche Rezeptorexpression der einzelnen NK-
Zellmarker dargestellt.

Eine signifikante Zunahme der Rezeptorexpression von der ersten zur zweiten Blutprobe
zeigte sich nur fur den NK-Zellmarker CD3-/CD56+ (p= 0,02).

Die NK-Zellen mit dem Marker CD3-/NKG2D+ zeigten postoperativ eine Zunahme der
exprimierten Rezeptoren.

Ebenfalls zeigte postoperativ eine Zunahme der Rezeptorexpression bei den CD3-/NKp30+
Zellen. Die CD3-/NKp46+ Zellen zeigten postoperativ zunachst eine Zunahme. Im weiteren
postoperativen Verlauf kam es jedoch wieder zu einer Abnahme der Rezeptorexpression.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 103) (Zellzahl x 10%)
CD3-/CD56+ 43,39 67,24 52,84 p(1/2) = 0,02
(13,69+/-) (31,54+/-) (11,62+/-) p(2/3) = 0,24
p(1/3) = 0,15
CD3-INKG2D+ | 57,57 76,88 81,25 p(1/2) = 0,08
(30,19+/-) (16,03+/-) (35,68+/-) p(2/3)=0,4
p(1/3) = 0,14
CD3-/NKp30+ 45,93 56,09 60,38 p(1/2) = 0,11
(15,05+/-) (16,57+/) (8,48+/-) p(2/3) = 0,35
p(1/3) = 0,08
CD3-/NKp46+ 137,67 157,61 104,79 p(1/2) = 0,25
(63,95+/-) (50,11+/-) (23,48+/-) p(2/3) = 0,07
p(1/3) = 0,21

Tabelle 19: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fiir die Rezeptordichte der NK-Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten
préoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahmen der Osteosarkomen G3.

3.1.9 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Zellzusammensetzung beim Osteosarkom
ohne Rezidiv fur B-, T- und NK-Zellen (Abb 9, Abb.10, Tab.20, Tab.21, Tab. 22, Tab. 23)

Die folgende Grafik zeigt die prozentuale Zellzahl im Verlauf der drei Messungen.

Von den 10 Patienten, die rezidivfrei blieben, zeigten sich nur bei der B-Zellzahl und bei der
Rezeptorexpression signifikante Unterschiede.

Tendenziell nahm die B-Zellzahl und Rezeptorexpression nach der Resektion des Sarkoms
wieder zu. In den ersten drei postoperativen Monaten nahm die B-Zellzahl zunéchst
signifikant ab (p=0,01) ab und erreichte sechs Monate postoperativ wider eine deutliche
Zunahme (p=0,02).

Dies lasst vermuten, dass es unter dem Sarkom bzw. der durchgeflihrten Therapie zu einer
vermehrten Immunsuppression kommt, v.a. der B-Zellen. Hierauf wird im Rahmen der
Diskussion eingegangen.

Die T-Zellzahl und Rezeptorexpression nahm tendenziell
Unterschiede lieRen sich nicht finden.

minimal zu. Signifikante
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Abbildung 9: Prozentualer Anteil der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten mit Osteosarkomen ohne Rezidiv. Die
Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fir die Zellzahl der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fur
drei Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf.
Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen. Die CD3-/CD19+ Zellen zeigten von der ersten zur zweiten
Messung eine signifikante Abnahme (_*p =0,01). Von der ersten zur dritten Messung zeigte sich jedoch eine signifikante
Zunahme dieses Zelltyps (___*p =0,02).

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die B-Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T-
Zellzahl (CD3+/CD56-) bei Osteosarkomen ohne Rezidiv

Die folgende Tabelle zeigt die durchschnittlichen Werte der Zellzahl der B- und T-Zellen.

Die B- Zellenzeigten in der ersten postoperativen Blutprobe einen signifikanten Rickgang
der Zellzahl (p= 0,01). In der zweiten postoperativen Messung zeigte sich ein signifikanter
Anstieg der B-Zellzahl (p= 0,02).

Fir die T-Zellzahl zeigten sich keine signifikanten Werte.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 103)
CD3-/CD19+ 5,96 1,61 7,16 p(1/2) = 0,01
(5,36+/-) (1,23+/-) (7,07+/-) p(2/3) = 0,02
p(1/3) = 0,37
CD3+/ CD56- 69,62 75,7 75,78 p(1/2) = 0,12
(11,35+/-) (10,03+/-) (7,1+/-) p(2/3) = 0,49
p(1/3) = 0,17

Tabelle 20: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fir die Zellzahl der ersten beiden Populationen und entspricht den B- und
T- Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahmen der
Osteosarkome ohne Rezidiv.
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Zeitlicher

Verlauf der

Osteosarkomen ohne Rezidiv

Durchschnittswerte der

Natirlichen

Killerzellzahlen bei

Die folgende Tablle zeigt die durchschnittliche Zellzahl der NK-Zellen im zeitlichen Verlauf.
Die NK-Zellzahl und Rezeptorexpression zeigte tendenziell eine Zunahme nach der
Resektion des Sarkoms und fiel im weiteren zeitlichen Verlauf wieder. Auch diese Aussagen
sind aufgrund der kleinen Fallzahl nur eingeschrankt zu betrachten.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 103) (Zellzahl x 10%)
CD3-/CD56+ 7,25 10,8 7,72 p(1/2) = 0,13
(3,59+/-) (9,05+/-) (5,04+/-) p(2/3) = 0,27
p(1/3) = 0,43
CD3-/NKG2D+ | 7,85 12,02 8,78 p(1/2) = 0,13
(3,81+/-) (10,0+/-) (4,73+/-) p(2/3) = 0,27
p(1/3) = 0,35
CD3-/NKp30+ 6,13 9,26 7,13 p(1/2) = 0,09
(2,67+/-) (6,77+/) (4,76+/-) p(2/3) = 0,29
p(1/3) = 0,32
CD3-/NKp46+ 7,32 11,24 8,18 p(1/2) = 0,12
(3,66+/-) (9,5+/-) (5,3+/-) p(2/3) = 0,28
p(1/3) = 0,37

Tabelle 21: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fiir die Zellzahl der NK-Zellen im zeitlichen

Verlauf von der ersten

praoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahmen der Osteosarkome ohne Rezidiv.

3.1.10 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Rezeptordichte beim Osteosarkom ohne

Rezidiv fur B-, T- und NK-Zelle

Die folgende Grafik zeigt die prozentuale Rezeptordichte

Osteosarkomen ohne Rezidiv.
Die B-Zellzahl zeigte in der ersten postoperativen Messung eine signifikante Abnahme (p=
0,04). Im weiteren postoperativen Verlauf nahm die B-Zellzahl wider zu.
Die T-Zellzahl ergab keine signifikanten Werte.

im zeitlichen Ablauf bei
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Abbildung 10: Mittlere Rezeptordichte (mean fluorescence intensity, mfi) der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei
Patienten mit Osteosarkomen ohne Rezidiv. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fiir die mittlere
Rezeptordichte der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fuir drei Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der
mittels  Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitichen Verlauf. Die Fehlerbalken entsprechen den
Standardabweichungen. Signifikante Abnahme der gemittelten durchschnittlichen Rezeptorexpression der B-Zellen von der
ersten zur zweiten Messung (p=0,04). Signifikante Abnahme der gemittelten durchschnittlichen Rezeptorexpression der CD3-
INKp46+ Zellen (p=0,05).

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die Rezeptordichte der B-Zellen (CD3-/
CD19+) und der T-Zellen (CD3+/CD56-) bei Osteosarkomen ohne Rezidiv

Die folgende Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Rezeptordichte der B- und T-
Zellen.

Die B-Zellen zeigten in der ersten Blutprobe nach der Resektion des Tumors zunachst einen
signifikanten Rickgang der Rezeptorexpression (p= 0,04) im weiteren zeitlich Verlauf nahm
die Rezeptorexpression tendenziell wieder zu.

Signifikante Unterschiede bzgl. der Rezeptorexpression zeigten sich bei den T-Zellen nicht.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 103)
CD3-/CD19+ 45252 370,65 620,53 p(1/2) = 0,14
(161,11+/-) (160,37+/-) (297,38+/-) p(2/3) = 0,04
p(1/3) = 0,09
CD3+/ CD56- 3,13 3,17 3,2 p(1/2) = 0,43
(0,6+/-) (0,49 +/-) (0,62+/-) p(2/3) = 0,47
p(1/3) = 0,42

Tabelle 22: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Rezeptordichte der ersten beiden Populationen und entspricht den
B- und T-Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten préoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen
Blutabnahmen der Osteosarkome ohne Rezidiv.
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Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die Rezeptordichte der einzelnen NK-
Zellen bei Osteosarkomen ohne Rezidiv

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iber die durchschnittliche Rezeptorexpression der
einzelnen NK-Zellmarker.
Bei allen NK-Zellen zeigten sich in Bezug auf die Rezeptorexpression keine signifikanten
Werte. Tendenziell nahmen die NK- Zellmarker, mit Aushahme des CD3-/NKp46+ Markers in
der ersten postoperativen Messung zu. Im weiteren zeitlichen Verlauf war tendenziell ein
Rickgang zu sehen.
Lediglich die CD3-/NKp46+ Zellen zeigten tendenziell nach der Resektion eine stetige

Abnahme der Rezeptorexpression.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 103) Zellzahl x 103)
CD3-/CD56+ 52,15 67,98 54,46 p(1/2) = 0,18
(35,48+/-) (32,57+/-) (10,01+/-) p(2/3) = 0,22
p(1/3) = 0,45
CD3-/INKG2D+ | 55,72 72,45 76,81 p(1/2) = 0,08
(28,37+/-) (15,39+/-) (30,45+/-) p(2/3) = 0,38
p(1/3) = 0,12
CD3-/NKp30+ 47,5 60,87 59,25 p(1/2) = 0,06
(15,64+/-) (18,03+/) (7,29+/-) p(2/3) = 0,44
p(1/3) = 0,09
CD3-/NKp46+ 145,07 137,17 102,41 p(1/2) = 0,38
(64,84+/-) (36,8+/-) (19,76+/-) p(2/3) = 0,05
p(1/3) =0,12

Tabelle 23: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fiir die Rezeptordichte der NK-Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten
praoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahmen der Osteosarkome ohne Rezidiv.

3.1.11 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Zellzusammensetzung beim Osteosarkom
mit Rezidiv fur B-, T- und NK-Zellen (Abb.11, Abb.12, Tab.24, Tab.25, Tab.26, Tab.27)

Bei einem Patienten zeigte sich im spéateren zeitlichen Verlauf ein Rezidiv. Hier konnte nur
eine praoperative und eine postoperative Blutprobe gewonnen werden (lost to follow up).

Die B- und T-Zellzahlen nahmen ab.

Tendenziell kam es nach der Resektion des Sarkoms zu einer Zunahme der NK-Zellzahl.
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Abbildung 11: Prozentualer Anteil der Lymphozyten aus dem peripheren Blut beim Patienten mit Osteosarkom Rezidiv. Die
Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fir die Zellzahl der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fur
drei Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf.
Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die B-Zellzahl (CD3-/ CD19+) und die T-
Zellzahl (CD3+/CD56-) beim Osteosarkom mit Rezidiv

Die folgende Tabelle zeigt die durchschnittlichen Werte der Zellzahl der B- und T-Zellen vor
und nach der Resektion des Tumors.

Innerhalb der ersten drei postoperativen Monate kam es tendenziell zu einem Ruckgang der
B- und T-Zellzahlen.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 103)

CD3-/CD19+ 13,46 (0,0+/-) 10,44 (0,0+/-)

CD3+/CD56- 62,78 (2,48+/-) 53,94 (1,98+/-)

Tabelle 24: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fir die Zellzahl der ersten beiden Populationen und entspricht den B- und
T-Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten préoperativen Blutentnahme bis zur postoperativen Blutabnahme des
Osteosarkoms mit Rezidiv.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Natlrlichen Killerzellzahlen beim

Osteosarkom mit Rezidiv

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die zeitliche Entwicklung der einzelnen NK-
Zellmarker.

Anders als bei den B- und T-Zellen nahm die Anzahl der NK-Zellen nach der Resektion des
Tumors tendenziell zu.
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Zellmarker

1. Blutprobe
(Zellzahl x 103)

2. Blutprobe
(Zellzahl x 103)

CD3-/CD56+

6,51 (1,02+/-)

8,59 (1,83+/-)

CD3-/NKG2D+

9,11 (0,02+/-)

9,75 (0,79+/-)

CD3-/NKp30+

6,38 (0,13+/-)

9,25 (0,54+/-)

CD3-/NKp46+

7,27 (0,42+/-)

10,46 (0,05+/-)

Tabelle 25: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Zellzahl der einzelnen Populationen der NK-Zellen im zeitlichen
Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zur postoperativen Blutabnahme des Osteosarkoms mit Rezidiv.

3.1.12 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Rezeptordichte beim Osteosarkom Rezidiv
far B-, T- und NK-Zelle

Die folgende Grafik zeigt die prozentuale Rezeptordichte vor und nach der Resektion des
Osteosarkoms mit einem spéateren Rezidiv.
Die Anzahl der B- und T-Zellen scheint postoperativ zugenommen zu haben.
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Lyse wash EDTA- Blut- alle Zellen
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Abbildung 12 : Mittlere Rezeptordichte(mean fluorescence intensity, mfi) der Lymphozyten aus dem peripheren Blut beim
Osteosarkom Patienten mit einem Rezidiv. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fir die mittlere
Rezeptordichte der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fir zwei Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der
mittels  Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf. Die Fehlerbalken entsprechen den
Standardabweichungen.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die Rezeptordichte der B- Zellen (CD3-/
CD19+) und der T- Zellen (CD3+/CD56-) beim Osteosarkom mit Rezidiv

Die folgende Tabelle zeigt die Rezeptordichte der B- und T-Zellen prad- und postoperativ.
Nach der Resektion hat die Anzahl der Rezeptoren der B- und T-Zellen scheinbar
zugenommen.
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Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 103)
CD3-/CD19+ 584,8 983,95
(0,0+/-) (0,0+/-)
CD3+/CD56- 2,49 4,1
(0,6+/-) (1,09+/-)

Tabelle 26: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die gemessene Rezeptordichte der ersten beiden Populationen und
entspricht den B- und T-Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten préoperativen Blutenthnahme bis zur postoperativen
Blutabnahmen des Patienten mit Osteosarkom-Rezidiv.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Rezeptordichte der Natirlichen
Killerzellen beim Osteosarkom mit Rezidiv

Die Rezeptordichte der einzelnen NK-Zellmarker scheint nach der Resektion des
Osteosarkoms zugenommen zu haben.
Leider liegt keine weitere postoperative Blutprobe vor.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe
(Zellzahl x 103%) (Zellzahl x 103%)
CD3-/CD56+ 51,16 63,98
(27,66+/-) (30,25+/-)
CD3-/NKG2D+ 66,04 86,47
(5,35+/-) (24,18+/-)
CD3-/NKp30+ 56,99 58,12
(1,82+/-) (5,3+/-)
CD3-/NKp46+ 92,35 236,17
(8,01+/-) (21,66+/-)

Tabelle 27: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fir die Rezeptordichte der NK-Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten
préaoperativen Blutenthahme bis zur zweiten postoperativen Blutabnahmen des Ptienten mit Osteosarkom-Rezidiv.

3.2 Osteochondrome (Abb. 13, Abb. 14)

Patientenkollektiv

Bei drei Patienten im Alter von sechs bis 35 Jahren wurde ein Osteochondrom entfernt. Bei
diesen Patientinnen wurde unmittelbar vor der Resektion des Tumors Blut in EDTA-
Réhrchen abgenommen. Die Werte dieses Blutes dienen als Vergleichswert fur die Werte
aus den Blutabnahmen der Osteosarkom-Patienten.

Alter der Patienten
Die jungste Patientin dieser Studie war sechs Jahre alt und die alteste Patientin war 35 Jahre
alt. Gemittelt hatte diese Patientengruppe ein durchschnittliches Alter von 17 Jahren.

Geschlechterverteilung
Die drei Patienten mit einem Osteochondrom waren alle Frauen.
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3.2.1 Prozentualen Zellzusammensetzung beim Osteochondrom fir B-, T- und NK-
Zellen

Die durchschnittliche B-Zellzahl lag beim Osteochondrom bei 14,27 (5,98+/-) und die T-
Zellzahl bei 67,22 (4,37+/-).

Im Vergleich zum Osteosarkom war die B- Zellzahl der Patienten mit einem Osteochondrom
doppelt so hoch.

Die T-Zellzahl war bei den Osteochondromen im Vergleich zu den Osteosarkomen etwas
geringer gewesen.

Die NK-Zellen mit dem Marker CD3-/CD56+ zeigten eine gemittelte Zellzahl von 7,51
(1,99+4/-). Die durchschnittliche Zellzahl, der CD3-/NKG2D+ Zellen lag bei den
Osteochondromen bei 9,12 (3,05+/-). Fur den Marker CD3-/NKp30+ betrug die
durchschnittliche Zellzahl 7,61 (2,23+/-) und fir die NK-Zellen mit dem Marker CD3-/NKp46+
zeigte sich eine durchschnittliche Zellzahl von 8,26 (2,39+/-) bei den Osteochondromen.
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Abbildung 13: Prozentualer Anteil der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten mit Osteochondrom. Die Grafik zeigt
die Mittelwerte mit Standardabweichungen fiir die Zellzahl der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fiir eine
Blutprobe. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen. Die Fehlerbalken
entsprechen den Standardabweichungen.

3.2.2 Beschreibung der Rezeptorexpression beim Osteochondrom fir B-, T- und NK-
Zellen

Die B-Zellen hatten eine durchschnittliche Rezeptorexpression von 663,72 (130,41+/-). Beim
Osteosarkom lag die Rezeptorexpression der B-Zellen préoperativ bei 464,5 und betrug
sechs Monate postoperativ 620,53.

Die durchschnittliche Rezeptorexpression der T-Zellen war bei den Osteochondromen 2,88
(0,46+/-). Bei den Osteosarkomen lag die durchschnittliche Rezeptorexpression der T-Zellen
praoperativ bei 3,06. Die Rezeptorexpression der T-Zellen war bei den Osteosarkomen zu
Beginn an hdher und lag auch sechs Monate postoperativ bei 3,2.

Die Rezeptorexpression der einzelnen NK-Zellen war bei den Osteochondromen im
Vergleich zu den Osteosarkomen im Verlauf etwas geringer.
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Die NK-Zellen mit dem Marker CD3-/CD56+ wiesen bei den Osteochondromen eine
Rezeptorexpression von 56,89 (15,63+/-) auf. Die durchschnittliche Rezeptorexpression der
Osteochondrome mit dem Marker CD3-/NKG2D+ betrug 82,85 (6,52+/-). Bei den CD3-
/INKp30+ Zellen zeigte sich bei den Osteochondromen eine Rezeptorexpression von 52,92
(4,25+/-). Die durchschnittliche Rezeptorexpression der CD3-/ NKp46+ Zellen betrug beim
Osteochondrom 146,51 (27,19+/-).
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Abbildung 14: Mittlere Rezeptordichte (mean fluorescence intensity, mfi) der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei
Patienten mit Osteochondrom. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fiir die Rezeptorexpression der
gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fur die Blutprobe. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels
Durchflusszytometrie gemessenen Zellen. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen.

3.3 Liposarkome

Patientenkollektiv
Bei 13 Patienten mit Liposarkomen wurde wie schon beschrieben zu verschiedenen
Zeitpunkten Blut in EDTA-R6hrchen abgenommen.

Therapieverfahren

Von diesen 13 Patienten unterzog sich ein Patient einer neoadjuvanten Chemotherapie. Alle
anderen Patienten dieser Gruppe hatten zum Zeitpunkt der Messungen weder eine
Chemotherapie noch eine Bestrahlung préa- oder postoperativ erhalten.

Die durchschnittliche Zellzahl und Rezeptorexpression war bei diesem Patienten zum
Zeitpunkt der ersten prdoperativen Messung &ahnlich, wie die der Patienten ohne eine
neoadjuvante Chemotherapie. Daher ging dieser Patient in die vorliegenden Messergebnisse
mit ein.

Alter der Patienten

Die jungste Patientin dieser Studie war 33 Jahre alt und der &lteste Patient war 80 Jahre alt.
Gemittelt hatte diese Patientengruppe ein durchschnittliches Alter von 58 Jahren. Das
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Liposarkom kann in jedem Alter entstehen, tritt aber gehauft zwischen dem 45. und 55.
Lebensjahr oder unter 15 Jahren auf.

Geschlechterverteilung
Sieben Frauen und sechs Manner wurden in der Studie erfasst.

3.3.1 Zusammenfassung der Patienten mit einem Liposarkom

Zellzahl und Rezeptorexpression der Patienten mit einem Liposarkom im zeitlichen
Verlauf

Tendenziell kam es in Bezug auf die B- und die T-Zellzahl von der ersten bis zur dritten
Blutprobe zu einer Abnahme. Signifikante Unterschiede in Bezug zur Zellzahl zeigten sich
nicht.

Die NK-Zellzahl der untersuchten NK-Zellen verhielt sich gegenlaufig und nahm von der
ersten bis zur dritten Blutprobe zu. Auch hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.
In Bezug auf die Rezeptordichte zeigte sich eine Abnahme der Rezeptorexpression der B-
Zellen.

Die Aktivitat der einzelnen T-Zelle zeigte einen leichten Einbruch in der zweiten Blutprobe
und erreichte in der dritten Untersuchung einen &hnlichen Wert wie in der ersten Blutprobe.
T-Zellen scheinen auf ein Liposarkom nur mit einer geringen Immunantwort zu reagieren.
Die Zellzahl wie auch die Rezeptorexpression der CD3-/CD56+, der CD3-/NKG2D+, der
CD3-/NKp30+ und der CD3-/NKp46+ Zellen zeigten bezogn auf die 3. Messung tendenziell
eine Zunahme.

Zellzahl und Rezeptorexpression der Liposarkome G1 und G3 im Vergleich

Die B-Zellzahl und die Aktivitat der B-Zellen sind bei den Liposarkomen G1 hdher als bei den
Liposarkomen G3, d.h. mit zunehmender Dedifferenzierung des Liposarkoms kommt es
mutmallich zu einer zunehmenden Immunsuppression der B-Zellen.

In Bezug auf die T-Zellzahl verhalt es sich jedoch gegenlaufig. Die T-Zellzahl ist bei den
Liposarkomen G3 hoher als bei den Liposarkomen G1. Vergleicht man hierzu jedoch die
Aktivitat der einzelnen T-Zellen fallt auf, dass die Aktivitat der einzelnen T-Zelle der
Liposarkome G3 minimal geringer ist, als bei den Liposarkomen G1. Das Immunsystem
scheint bei den Liposarkomen G3 durch eine Zunahme der T-Zellzahl dem malignen
Geschenhen entgegen zu wirken, ohne jedoch auch eine vermehrte Aktivitat der einzelnen
T-Zellen zu erreichen.

Die NK-Zellzahlen sind bei den Liposarkomen G3 im Vergleich zu denen der Liposarkome
G1 von Beginn an deutlich reduziert. Betrachtet man hierzu die Aktivitat der einzelnen
gemessenen NK-Zellmarker féllt auf, dass sie sich zum praoperativen Zeitpunkt nicht
wesentlich voneinander unterscheiden. Bereits ein Liposarkom G1 fiihrt zu einer &hnlichen
Aktivitditsabnahme der einzelnen NK-Zellen wie ein Liposarkom G3.

Betrachtet man den weiteren postoperativen Verlauf der NK-Zellaktivitét zeigt sich, dass es
postoperativ bei den Liposarkomen G3 im Vergleich zu den Liposarkomen G1 zu einer
erhohten Aktivitat der CD3-/NKG2D+ und der CD3-/NKp46+ Zellen kommt. Die Anzahl der
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NK-Zellen scheint sechs Monate postoperativ bei den Liposarkomen G1 und G3 recht
ahnliche Werte aufzuweisen.

Vergleich der Zellzahl und Rezeptorexpression der Liposarkome ohne und mit Rezidiv

Hier ist nur moglich eine Aussage zum préoperativen zeitpunkt zu treffen. Die Aussage ist
aufgrund der Fallzahl (Liposarkom mit Rezidiv, n=1) allenfalls beschreibend. Die B- und T-
Zellzahl zeigt beim Patienten mit Rezidiv ahnliche Werte wie bei den Patienten ohne
Liposarkom Rezidiv. Auch hinsichtlich der Aktivitat zeigen sich keine grof3en Unterschiede
fur die B- und T-Zellen. Ahnlich verhélt es sich auch mit der Anzahl der gemessenen NK-
Zellen und deren Aktivitdt. Hier zeigten sich zum préoperativen Zeitpunkt ebenfalls recht
ahnliche Werte. Hier wéare eine Verlaufsbeobachtung und ein gréReres Patientenkollektiv flr
weitere Aussagen sinnvoll gewesen. Erfreulicherweise trat aber nur bei einem Patienten ein
Rezidiv auf.

Vergleich der Zellzahl und Rezeptorexpression der Liposarkome mit den Lipomen

Bei den Lipomen fanden sich &hnliche Zellzahlen fur die B-Zellen. Lediglich die T- Zellzahl
war im Vergleich zu den anderen Lymphozytenzellzahlen bei den Liposarkomen erhoht. In
Bezug auf die Rezeptorexpression der T-Zellen zeigten sich bei den Lipomen und
Liposarkomen &hnliche Werte. Die B-Zellexpression waren bei den Lipomen im Vergleich zu
den Liposarkomen etwas erhoht.

Die NK-Zellzahl war bei den Lipomen im Vergleich zu denen der Liposarkome geringfligig
erhodht. Vergleicht man dazu die Aktivitdt so zeigte sich, dass die Rezeptorexpression der
NK-Zellen bei den Lipomen ebenfalls tendenziell erhdht war.

Unter einem Lipom kommt es scheinbar nicht zu einer Immunsuppression wie dies fir das
Liposarkom zu vermuten ist.

3.3.2 Einzelergebnisse

3.3.3 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Zellzusammensetzung beim Liposarkom fur
B-, T- und NK-Zellen (Abb.15, Abb.16, Tab.28, Tab. 29, Tab. 30, Tab.31)

Tendenziell kam es in Bezug auf die B- und die T-Zellzahl von der ersten bis zur dritten
Blutprobe zu einer Abnahme. Signifikante Unterschiede in Bezug zur Zellzahl zeigten sich
nicht.

Die NK-Zellzahl der untersuchten NK-Zellen verhielt sich gegenlaufig und nahm von der
ersten bis zur dritten Blutprobe zu. Auch hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 15: Prozentualer Anteil der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten mit Liposarkom. Die Grafik zeigt die
Mittelwerte mit Standardabweichungen fir die Zellzahl der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fir drei Blutproben.
Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf. Die Fehlerbalken
entsprechen den Standardabweichungen.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die B- Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T-
Zellzahl (CD3+/CD56-) bei Liposarkomen

Die folgende Tabelle zeigt die durchschnittlichen Werte der Zellzahl der B- und T-Zellen.
Signifikante Unterschiede zeigten sich weder bei der Zellzahl der B-Zellen, noch bei der
Zellzahl der T-Zellen.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 103)
CD3-/CD19+ 9,0 9,62 8,61 p(1/2) = 0,22
(5,03+/-) (5,24+/-) (6,17+/-) p(2/3) = 0,32
p(1/3) = 0,14
CD3+/ CD56- | 73,22 71,08 59,24 p(1/2) = 0,42
(9,14 +/-) (6,91+/-) (11,65+/-) p(2/3) = 0,11
p(1/3) = 0,07

Tabelle 28: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Zellzahl der ersten beiden Populationen und entspricht den B- und
T-Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahme der
Liposarkome.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Natirlichen Killerzellzahlen bei

Liposarkomen

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die zeitliche Entwicklung der einzelnen NK-
Zellmarker.
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Signifikante Unterschiede zeigten sich im Hinblick auf die Zellzahl nicht. Anders als die
Zellzahlen der B- und T- Zellen kam es tendenziell bei den NK- Zellen zu einer Zunhame der
Zellzahl im postoperativen Verlauf.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 103)
CD3-/CD56+ |9,61 10,9 14,79 p(1/2) = 0,36
(5,8+/-) (10,87+/-) (12,15+/-) p(2/3) = 0,28
p(1/3) =0,11
CD3- 7,52 9,43 17,33 p(1/2) = 0,18
INKG2D+ (4,81 +/- ) (5,88 +/-) (12,4+/-) p(2/3) = 0,29
p(1/3) = 0,07
CD3-/NKp30+ | 6,38 6,68 13,54 p(1/2) = 0,25
(4,12+/-) (4,27+1-) (10,58+/-) p(2/3) = 0,32
p(1/3)=0,11
CD3-/NKp46+ | 7,87 7,81 15,66 p(1/2) = 0,25
(4,57+/-) (6,03+/-) (12,49+/-) p(2/3) = 0,3
p(1/3) = 0,09

Tabelle 29: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fir die Zellzahl der einzelnen Populationen der NK- Zellen im zeitlichen
Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahmen bei Liposarkomen.

3.3.4 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Rezeptordichte beim Liposarkom fur B-, T-
und NK-Zellen

In Bezug auf die Rezeptordichte zeigte sich eine Abnahme der Rezeptorexpression der B-
Zellen.

Die Aktivitat der einzelnen T-Zelle zeigte einen signifikanten Einbruch in der zweiten
Blutprobe (p= 0,05). In der dritten Untersuchung zeigte sich dann ein &hnlicher Wert wie in
der ersten Blutprobe.

Die Zellen mit den Markern CD3-/NKG2D+, CD3-/NKp30+ und CD3/NKp46+ zeigten
tendenziell postoperativ eine Zunahme der Rezeptorexpression. Sechs Monate postoperativ
hat sich die durchschnittliche Rezeptorexpression bei diesen NK- Zellen im Vergleich zum
Ausgangswert verdoppelt.

Der NK- Zellmarker CD3-/CD56+ zeigte keine Signifikanzen und keine Tendenz im zeitlichen
Verlauf.
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Abbildung 16: Mittlere Rezeptordichte (Mean fluorescence intensity, mfi) der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei
Patienten mit Liposarkomen. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fur die Rezeptordichte der gemessenen
Zellen in der Durchflusszytometrie fur drei Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie
gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen. Die gemittelte
durchschnittliche Rezeptorexpression der CD3-/CD56+ Zellen zeigte in der ersten postoperativen Messung einen Riickgang
(*p=0,05).

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die Rezeptordichte der B- Zellen
(CD3-/ CD19+) und der T- Zellen (CD3+/CD56-) bei Liposarkomen

Die folgende Tabelle zeigt die durchschnittliche Rezeptorexpression der B- und T-Zellen im
zeitlichen Verlauf.

Bei den T-Zellen kam es in der ersten postoperativen Blutprobe zu einem signifikanten
Ruckgang der Rezeptorexpression.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 103)
CD3-/CD19+ 600,77 619,8 536,21 p(1/2) = 0,39
(110,3+/-) (161,97+/-) (102,13+/-) p(2/3) =0,43
p(1/3) = 0,49
CD3+/ CD56- 3,23 2,72 3,28 p(1/2) = 0,07
(0,68 +/-) (0,71+/-) (0,62+/-) p(2/3) = 0,05
p(1/3) = 0,37

Tabelle 30: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fiir die Rezeptorexpression der ersten beiden Populationen und entspricht
den B- und T- Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten préoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen

Blutabnahmen der Liposarkome.

Zeitlicher
Liposarkomen

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die zeitliche Entwicklung der einzelnen NK-

Zellmarker.

Verlauf der

Durchschnittswerte der

Natirlichen

Killerzellzahlen bei




Bei den NK-Zellen zeigten sich im Hinblick auf die Rezeptorexpression keine Signifikanzen.

Tendenziell scheinen die NK-Zellen nach der Resektion eine Zunahme ihrer
Rezeptorexpression entwickelt zu haben.
Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 103) (Zellzahl x 103)
CD3-/CD56+ 55,46 49,25 49,51 p(1/2) = 0,25
(13,55+/-) (27,19+/-) (20,85+/-) p(2/3) = 0,49
p(1/3) = 0,22
CD3-/NKG2D+ | 73,59 77,63 78,12 p(1/2) = 0,4
(33,15+/-) (18,88+/-) (15,42+/-) p(2/3) = 0,49
p(1/3) = 0,37
CD3-/NKp30+ | 46,49 54,34 54,48 p(1/2) = 0,07
(9,68+/-) (10,56+/-) (12,47+/-) p(2/3) = 0,49
p(1/3) = 0,07
CD3-/NKp46+ 100,33 99,58 104,89 p(1/2) = 0,48
(20,09+/-) (27,62+/-) (40,45+/-) p(2/3) = 0,39
p(1/3) = 0,37

Tabelle 31: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fir die Rezeptorexpression der einzelnen Populationen der NK- Zellen im
zeitlichen Verlauf von der ersten préaoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahmen bei
Liposarkomen.

3.3.5 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Zellzusammensetzung beim Liposarkom G1
far B-, T- und NK-Zellen (Abb.17, Abb.18, Tab. 32, Tab.33, Tab.34, Tab.35)

Das Patientenkollektiv der Liposarkome konnten in Bezug auf das Grading in zwei Gruppen
eingeteilt werden. Eine Gruppe erhielt von der Pathologie das Grading G1 wéhrend die
andere Gruppe der Patienten ein G3 hatten. Neun Patienten wurden mit G1 klassifiziert und
vier mit G3. Ein Grading von G2 kam in der Gruppe der Liposarkome nicht vor.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die B- Zellzahl (CD3-/ CD19+) und die T-
Zellzahl (CD3+/CD56-) bei Liposarkomen G1

Die folgende Tabelle zeigt die durchschnittlichen Werte der Zellzahl der B- und T-Zellen.
Signifikante Werte lieRen sich fur die Zellzahl der B- und T-Zellen nicht finden.

Tendenziell scheint die Zellzahl nach der Resektion des Liposarkoms G1 leicht riicklaufig zu
sein.

Die Zellzahl der NK-Zellen scheint tendenziell nach der Resektion des Liposarkoms G1 leicht
zugenommen zu haben. Signifikante Unterschiede liel3en sich auch hier keine finden.
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Abbildung 17: Prozentualer Anteil der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten mit Liposakom G1. Die Grafik zeigt
die Mittelwerte mit Standardabweichungen fir die Zellzahl der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fur drei
Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf. Die
Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die B- Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T-
Zellzahl (CD3+/CD56-) bei Liposarkomen G1

Die folgende Tabelle zeigt die durchschnittlichen Werte der Zellzahl der B- und T-Zellen.
Signifikante Unterschiede zeigten sich nicht. Tendenziell nahm die Zellzahl der B- und T-
Zellen postoperativ ab.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl) (Zellzahl x 103) (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 103)
CD3-/CD19+ 13,76 13,95 9,56 p(1/2) = 0,49
(7,08+/-) (4,42+/-) (6,59+/-) p(2/3) = 0,15
p(1/3) = 0,15
CD3+/ CD56- 63,16 65,81 59,8 p(1/2) = 0,29
(8,36+/-) (4,46+/-) (12,49+/-) p(2/3) = 0,19
p(1/3) = 0,27

Tabelle 32: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fir die Zellzahl der ersten beiden Populationen und entspricht den B- und
T- Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahmen der

Liposarkome G1.

Zeitlicher

Verlauf der

Liposarkomen G1

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die zeitliche Entwicklung der einzelnen NK-

Zellmarker.

Durchschnittswerte der

Natlrlichen Killerzellzahlen bei




Die NK- Zellzahl zeigte tendenziell

Zeigten sich nicht.

postoperativ eine Zunahme. Signifikante Unterschiede

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 103) (Zellzahl x 103)
CD3-/CD56+ 11,03 9,23 13,28 p(1/2) = 0,31
(6,26 +/-) (4,9 +/-) (13,19 +/-) p(2/3) =0,3
p(1/3) = 0,33
CD3-/INKG2D+ | 11,65 12,16 15,6 p(1/2) = 0,44
(7,16 +/-) (4,09+/-) (13,14 +/-) p(2/3) = 0,31
p(1/3) = 0,24
CD3-/NKp30+ 10,3 9,55 12,3 p(1/2) =0,41
(6,56 +/-) (4,37 +/) (11,29 +/-) p(2/3) = 0,34
p(1/3) = 0,34
CD3-/NKp46+ 11,11 10,13 13,72 p(1/2) = 0,39
(6,93 +/-) (4,19 +/-) (13,46 +/-) p(2/3) = 0,31
p(1/3) = 0,31

Tabelle 33: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Zellzahl der einzelnen Populationen der NK-Zellen im zeitlichen

Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahmen bei Liposarkom G1.

3.3.6 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Rezeptordichte beim Liposarkom G1 fir B-, T-

und NK-Zellen

Signifikante Unterschiede zeigten sich in Bezug auf die Rezeptorexpression weder bei den
B- noch bei den T-Zellen.
Bei den NK-Zellen zeigte sich in Bezug auf die Rezeptorexpression keine signifikanten

Unterschiede.

Tendenziell scheint es innerhalb der ersten drei postoperativen Monate zu einer leichten
Zunahme der Rezeptorexpression gekommen zu sein. Im weiteren Verlauf war die
Rezeptorexpression dann aber wieder ricklaufig.
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Abbildung 18: Mittleren Rezeptordichte (mean fluorescence intensity, mfi) der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei
Patienten mit Liposarkomen G1. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fiir die Rezeptordichte der
gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fur drei Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels
Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen.
Signifikante Unterschiede zeigten sich hier nicht.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fiir die Rezeptordichte der B-Zellen
(CD3-/ CD19+) und der T- Zellen (CD3+/CD56-) bei Liposarkomen G1

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die Rezeptorexpression der B- und T-Zellen
im zeitlichen Verlauf.

Die Rezeptorexpression B-Zellen scheint tendenziell nach der Resektion des Liposarkoms
G1 abgenommen zu haben.

Die T- Zellen zeigten drei Monate postoperativen einen Rickgang der Rezeptorexpression.
Sechs Monate postoperative nahm die Rezeptorexpression tendenziell wieder etwas zu,
erreichte aber nicht den praoperativen Ausgangswert.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 103) | (Zellzahl x 10%)
CD3-/CD19+ 613,32 585,4 532,01 p(1/2) = 0,36
(115,32 +/-) (124,77+/-) (113,61+/-) p(2/3) = 0,27
p(1/3) = 0,12
CD3+/ CD56- 3,3 2,69 3,26 p(1/2)=0,11
(0,76 +/-) (0,9 +/-) (0,69+/-) p(2/3) = 0,16
p(1/3) = 0,46

Tabelle 34: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fiir die Rezeptorexpression der ersten beiden Populationen und entspricht
den B- und T- Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten préoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen
Blutabnahmen der Liposarkome G1.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Natidrlichen

Killerzellen bei Liposarkome G1

Rezeptordichte der

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die zeitliche Entwicklung der einzelnen NK-
Zellmarker.

Die Rezeptorexpression der CD3-/NKp30+ Zellen zeigte im Vergleich der ersten Messung
(préoperativ) zur zweiten Messung (drei Monate postoperativ) eine hoch signifikante
Zunahme (p= 0,03).

Die CD3-/CD56+ NK- Zellen zeigten von der ersten zur dritten Messung eine Abnahme der
Rezeptorexpression (p= 0,06).

Die Rezeptorexpression der CD3-/NKG2D+ Zellen und der CD3-/NKp46+ Zellen zeigten
keine signifikanten Unterschiede. Diese beiden Zellmarker waren tendenziell postoperativ
ricklaufig.
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Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 103)
CD3-/CD56+ 51,49 44,26 40,78 p(1/2) = 0,25
(12,65+/-) (26,5+/-) (7,66+/-) p(2/3) = 0,39
p(1/3) = 0,06
CD3-/INKG2D+ | 77,27 73,57 72,74 p(1/2) = 0,42
(32,51+/-) (4,99+/-) (13,14+/-) p(2/3) = 0,46
p(1/3) = 0,39
CD3-/NKp30+ 48,13 60,29 57,95 p(1/2) = 0,03
(10,06+/-) (6,38+/) (12,7+/-) p(2/3) = 0,37
p(1/3) = 0,07
CD3-/NKp46+ 96,93 99,77 93,91 p(1/2) = 0,41
(12,87+/-) (36,58+/-) (38,24+/-) p(2/3) = 0,42
p(1/3) = 0,41

Tabelle 35: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fiir die gemittelte Rezeptordichte der ersten beiden Populationen und
entspricht der Rezeptorexpression der NK-Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den
beiden postoperativen Blutabnahmen der Liposarkome G1.

3.3.7 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Zellzusammensetzung beim Liposarkom G3
far B-, T- und NK-Zellen (Abb.19, Abb.20, Tab.36, Tab.37, Tab.38, Tab.39)

Die Zellzahl der B- und T-Zellen zeigte keine signifikanten Unterschiede.

Die B-Zellzahl nahm tendenziell innerhalb der ersten drei postoperativen Monate ab. Im
weiteren postoperativen Verlauf zeigt die B-Zellzahl tendenziell wieder eine Zunahme.

Die T-Zellzahl nahm tendenziell postoperativ ab.

Die NK-Zellzahlen nahmen tendenziell postoperativ zu. Signifikante Unterschiede zeigten
sich auch hier nicht.
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Abbildung 19: Prozentualer Anteil der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten mit Liposarkomen G3. Die Grafik
zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fir die Zellzahl der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fur drei
Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf. Die
Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen.
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Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die B- Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T-
Zellzahl (CD3+/CD56-) bei Liposarkomen G3

Die folgende Tabelle zeigt die durchschnittlichen Werte der Zellzahl der B- und T-Zellen.
Signifikante Unterschiede zeigten sich in Bezug auf die Zellzahl weder bei den B- noch bei
den T- Zellen. Die B- Zellen scheinen tendenziell, nach einem Rickgang der Zellzahl
innerhalb der ersten drei postoperativen Monate, zu zunehmen.

Die T- Zellzahl scheint tendenziell postoperativ riicklaufig zu sein.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 103) (Zellzahl x 103)
CD3-/CD19+ 9,05 4,92 6,28 p(1/2) = 0,15
(4,75+/-) (1,66 +/-) (1,07+/-) p(2/3) = 0,21
p(1/3) = 0,24
CD3+/ CD56- 78,18 71,21 70,67 p(1/2) = 0,18
(5,56+/-) (1,66+/-) (10,3 +/-) p(2/3) =0,48
p(1/3) = 0,14

Tabelle 36: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fir die Zellzahl der ersten beiden Populationen und entspricht den B- und
T- Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahmen der
Liposarkome G3.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Natlrlichen Killerzellzahlen bei

Liposarkomen G3

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die zeitliche Entwicklung der einzelnen NK-
Zellmarker.

Signifikante Unterschiede zeigten sich in Bezug auf die NK-Zellzahl nicht. Tendenziell
scheint es postoperativ bei den gemessenen NK- Zellmarkern tendenziell zu einer Zunahme
gekommen zu sein.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 103)
CD3-/CD56+ 6,41 6,07 9,42 p(1/2) = 0,46
(4,95+/-) (4,95+/-) (10,99+/-) p(2/3) = 0,37
p(1/3) = 0,31
CD3-/INKG2D+ | 7,32 11,03 14,03 p(1/2)=0,3
(5,54+/-) (10,63+/-) (13,84+/-) p(2/3) = 0,42
p(1/3) = 0,21
CD3-/NKp30+ 4,3 7,41 10,87 p(1/2) = 0,22
(2,25+/-) (7,85+/) (11,28+/-) p(2/3) = 0,38
p(1/3) = 0,14
CD3-/NKp46+ 6,19 10,07 13,48 p(1/2) = 0,25
(3,46+/-) (11,13+/-) (14,21+/-) p(2/3) = 0,41
p(1/3) = 0,17

Tabelle 37: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Zellzahl der einzelnen Populationen der NK-Zellen im zeitlichen
Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahmen bei Liposarkomen G3.
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3.3.8 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Rezeptordichte beim Liposarkom G3 fur B-, T-
und NK-Zelle

Bei den B- Zellen zeigte sich tendenziell eine Zunahme der Rezeptorexpression.

Die Rezeptorexpression der T-Zellen zeigte postoperativ eine deutliche Zunahme (p= 0,02).
Die NK- Zellen zeigten in Bezug auf die Rezeptordichte ein gegenteiliges Verhalten wie bei
der Zellzahl.

Bis auf die CD3-/CD56+ Zellen nahm die Rezeptorexpression der anderen NK- Zellmarker
postoperativ tendenziell zu.

Die tendenziell hochste Rezeptorexpression fand sich sechs Monate postoperativ.

Die CD3-/CD56+ Zellen nahmen innerhalb der ersten drei postoperativen Monate tendenziell
minimal ab und stiegen im weiteren postoperativen Verlauf wieder an.
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Abbildung 20: Mittlere Rezeptordichte (mean fluorescence intensity, mfi) der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei
Patienten mit Liposarkomen G3. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fir die Rezeptordichte der
gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fir drei Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels
Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen.
Signifikante Abnahme der gemittelten durchschnittlichen Rezeptorexpression der CD3+/CD56- Zellen (p=0,02).

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die Rezeptordichte der B-Zellen (CD3-/
CD19+) und der T- Zellen (CD3+/CD56-) bei Liposarkomen G3

Die folgende Tabelle zeigt den zeitlichen Verlauf der durchschnittlichen Rezeptorexpression
der B- und T-Zellen.

Die Rezeptorexpression der B-Zellen nahmen tendenziell postoperativ zu.

Die T-Zellen zeigten innerhalb der ersten drei Monate einen Rickgang der
Rezeptorexpression. Im weiteren postoperativen Verlauf nahm die Rezeptorexpression der
T-Zellen dann wieder signifikant zu (p= 0,02).
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Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 103) (Zellzahl x 103)
CD3-/ICD19+ 572,57 688,63 769,47 p(1/2) = 0,23
(108,06+/-) (265,06+/-) (300,18+/-) p(2/3)=0,4
p(1/3) = 0,14
CD3+/ CD56- 3,03 2,78 3,49 p(1/2) = 0,24
(0,41+/-) (0,24+/-) (0,04+/-) p(2/3) = 0,02
p(1/3) = 0,1

Tabelle 38: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Rezeptordichte der ersten beiden Populationen und entspricht den
B- und T-Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten préoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen
Blutabnahmen der Liposarkome G3.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Natirlichen

Killerzellen bei Liposarkomen G3

Rezeptordichte der

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die zeitliche Entwicklung. Tendenziell nahm
die Rezeptorexpression der NK- Zellen postoperativ zu.

Die CD3-/ CD56+ Zellen zeigten tendenziell innerhalb der ersten drei postoperativen Monate
zunéachst einen Riickgang der Rezeptorexpression. Im weiteren zeitlichen Verlauf nahm ihre
Rezeptorexpression dann wie bei den anderen NK-Zellen zu. Signifikante Unterschiede
zeigten sich keine.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Rezeptordichte)
CD3-/CD56+ 64,41 59,24 71,3 p(1/2) = 0,39
(12,4+/-) (35,93+/-) (32,28+/-) p(2/3) = 0,38
p(1/3) = 0,35
CD3-/INKG2D+ | 65,32 85,8 91,09 p(1/2) = 0,29
(38,05+/-) (38,83+/-) (16,33+/-) p(2/3) = 0,44
p(1/3) = 0,22
CD3-/NKp30+ 42,79 42,45 45,81 p(1/2) = 0,48
(8,9+/-) (3,41 +)) (8,79+/-) p(2/3) = 0,33
p(1/3) = 0,36
CD3-/NKp46+ | 107,94 108,36 132,38 p(1/2)=0,5
(32,54+/-) (8,61+/-) (42,99+/-) p(2/3) = 0,26
p(1/3) = 0,24

Tabelle 39: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte flir die Rezeptordichte der einzelnen Populationen der NK-Zellen im
zeitlichen Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahmen der Liposarkome
G3.

3.3.9 Prozentuale Zellzusammensetzung beim Liposarkom Rezidiv fir B-, T- und NK-
Zellen préoperativ (Abb.21, Abb.22)

Bei vier Patienten zeigte sich im weiteren zeitlichen Verlauf ein Rezidiv. Leider konnte hier
nur eine Aussage Uber die erste Blutprobe getroffen werden.

Die praoperative B- Zellzahl betrug 11,88 und die praoperative T- Zellzahl lag bei 69,44.

Die Zellzahlen der einzelnen NK- Zellmarker lagen praoperativ zwischen 6,88 und 10,95. Die
praoperativen NK-Zellzahlen im Einzelnen: CD3/CD56- betrug 10,91 (2,92+/-). CD3-
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INKG2D+ ergab 10,95 (3,0+/-). CD3-/NKp30+ hatte eine Zellzahl von 6,88 (1,92+/-) und
CD3-/NKp46+ zeigten eine gemittelte Zellzahl von 9,54 (1,86+/-).
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Abbildung 21: Prozentualer Anteil der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten mit einem Rezidiv eines
Liposarkoms. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fur die Zellzahl der gemessenen Zellen in der
Durchflusszytometrie fiir die préoperative Blutprobe. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie
gemessenen Zellen. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen.

3.3.10 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Rezeptordichte beim Liposarkom Rezidiv fir
B-, T- und NK-Zellen

Die durchschnittliche, praoperative Rezeptorexpression der B-Zellen lag bei 585,49
(82,01+/-) und die der T- Zellen bei 3,55 (0,98+/-).

Die praoperative Rezeptorexpression der NK- Zellen reichte von 42,39 bis 98,27. Die CD3-
/CD56+Zellen zeigten praoperativ eine durchschnittliche Rezeptorexpression von 59,69
(13,82+/-). Die Rezeptorexpression der CD3-/NKG2D+ Zellen betrug préaoperativ
durchschnittlich 78,15 (33,4+/-). Die Rezeptorexpression der CD3-/NKp30+ Zellen betrug
praoperativ durchschnittlich 42,39 (8,79+/-). Die CD3-/NKp46+ Zellen wiesen préaoperativ
eine Rezeptorexpression von 98,27 (17,61+/-) auf.
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Abbildung 22: Mittlere Rezeptordichte (mean fluorescence intensity, mfi) der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei
Patienten mit einem Rezidiv eines Liposarkoms. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fur die
Rezeptorexpression der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fir die praoperative Blutprobe. Die Balken zeigen die
Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen.

3.3.11 Liposarkome: Patientenkollektiv ohne Rezidiv (Abb.23, Abb.24, Tab. 40,
Tab.41, Tab.42, Tab.43)

Das Patientenkollektiv der rezidiv-freien Studienteilnehmer bestand aus neun Patienten. Hier
war es mdoglich Uber die zweite und dritte Blutprobe Ausklnfte zu gewinnen, da die
Compliance der Patienten sehr gut war und diese auch zu einer zweiten und dritten
Blutprobe bereit waren. Signifikante Unterschiede zeigten sich bei der Zellzahl der B- und T-
Zellen keine. Tendenziell nahm die B-Zellzahl postoperativ eher ab. Eine Tendenz liel3 sich
bei der T-Zellzahl nicht erkennen.
Die NK-Zellzahl nahm bei den gemessenen NK- Zellmarkern postoperativ tendenziell zu.
Signifikante Unterschiede lieRen sich nicht feststellen.
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Abbildung 23: Prozentualer Anteil der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten mit Liposarkomen ohne ein Rezidiv.
Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fiir die Zellzahl der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie
fur drei Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf.
Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die B-Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T-
Zellzahl (CD3+/CD56-) bei Liposarkomen ohne Rezidiv

Die folgende Tabelle zeigt die durchschnittlichen Werte der Zellzahl der B- und T-Zellen.

Die durchschnittliche B-Zellzahl nahm postoperativ ab.

Bei der T-Zellzahl lie3 sich keine Tendenz erkennen. Signifikante Unterschiede zeigten sich
nicht.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 103) (Zellzahl x 103)
CD3-/CD19+ 12,51 10,63 8,94 p(1/2) =0,3
(7,87+/-) (10,61+/-) (6,85+/-) p(2/3) = 0,33
p(1/3) = 0,21
CD3+/ CD56- 67,04 67,49 58,4 p(1/2) = 0,46
(11,62+/-) (10,61+/-) (12,82+/-) p(2/3) =0,11
p(1/3) = 0,12

Tabelle 40: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fir die Zellzahl der ersten beiden Populationen und entspricht den B- und
T-Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahmen der
Liposarkome ohne ein Rezidiv.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Natlrlichen Killerzellzahlen bei

Liposarkomen ohne Rezidiv

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die zeitliche Entwicklung der einzelnen NK-
Zellmarker.

Signifikante Werte fanden sich bei keinem der untersuchten NK-Zellmarker.

Tendenziell zeigten alle gemessenen NK-Zellmarker eine Zunahme ihrer Zellzahl im

postoperativen Verlauf.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 103)
CD3-/CD56+ 9,01 11,09 13,5 p(1/2) = 0,34
(6,78+/-) (11,73+/-) (13,13+/-) p(2/3) = 0,37
p(1/3) = 0,21
CD3-/NKG2D+ | 10,04 13,21 16,03 p(1/2) = 0,26
(8,12+/-) (11,68+/-) (13,4+/-) p(2/3) = 0,36
p(1/3) = 0,15
CD3-/NKp30+ 9,16 10,57 12,48 p(1/2) = 0,38
(7,36+/-) (10,25+/-) (11,45+/-) p(2/3) =0.39
p(1/3) = 0,26
CD3-/NKp46+ 9,63 11,53 14,1 p(1/2) = 0,35
(7,71+/-) (11,89+/-) (13,28+/-) p(2/3) = 0,36
p(1/3) = 0,22
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Tabelle 41: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fiir die Zellzahl der einzelnen Populationen der NK-Zellen im zeitlichen
Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahmen bei Liposarkomen ohne ein
Rezidiv.

3.3.12 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Rezeptordichte beim Liposarkom ohne
Rezidiv fur B-, T- und NK-Zellen

Signifikante Unterschiede fanden sich bei der durchschnittlichen Rezeptorexpression der
einzelnen Lymphozyten nicht.

Tendenziell nahm die Rezeptordichte der B-Zellen postoperativ ab.

Bei den T-Zellen kam es in den ersten drei postoperativen Monaten zunachst tendenziell zu
einer Abnahme der Rezeptorexpression. Im weiteren zeitlichen Ablauf nahm die
Rezeptorexpression der T-Zellen wieder etwas zu.

Die Rezeptordichte der Zellen mit den Markern CD3-/NKG2D+ und CD3-/NKp46+ nahmen
tendenziell in den ersten postoperativen Monaten ab und im weiteren postoperativen Verlauf
wieder zu.

Die Rezeptordichte der CD3-/CD56+ Zellen nahmen tendeziell postoperativ stetig ab.

Die Rezeptordichte der CD3-/NKp30+ Zellen nahm in der ersten postoperativen Blutprobe zu
(p=0,07). Im Vergleich der ersten, préaoperativen Messung zur letzten postoperativen
Messung kam es zu einer Zunahme der Rezeptordichte dieser Zellen (p= 0,07).
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Abbildung 24: Mittlere Rezeptordichte (mean fluorescence intensity, mfi) der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei
Patienten mit Liposarkomen ohne ein Rezidiv. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fir die
Rezeptordichte der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fur drei Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der
mittels  Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf. Die Fehlerbalken entsprechen den
Standardabweichungen.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die Rezeptordichte der B-Zellen (CD3-/
CD19+) und der T- Zellen (CD3+/CD56-) bei Liposarkomen ohne Rezidiv

Signifikante Unterschiede zeigten sich nicht. Tendenziell nahm die Rezeptordichte der B-
Zellen postoperativ ab.
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Die T-Zellen zeigten in Bezug auf ihre Rezeptordichte keine Tendenz.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 10%) (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 10%)
CD3-/CD19+ 607,58 568,56 536,21 p(1/2) = 0,28
(124,74+/-) (114,43+/-) (102,13+/-) p(2/3) =0,31
p(1/3) =0,13
CD3+/ CD56- 3,07 2,74 3,28 p(1/2) = 0,17
(0,49+/-) (0,79+/-) (0,62+/-) p(2/3) = 0,11
p(1/3) = 0,24

Tabelle 42: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Rezeptordichte der ersten beiden Populationen und entspricht den
B- und T- Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten préoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen
Blutabnahmen der Liposarkome ohne ein Rezidiv.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Nattrlichen

Killerzellen bei Liposarkomen ohne Rezidiv

Rezeptordichte der

Die Rezeptordichte der CD3-/NKp30+ Zellen nahm in der ersten postoperativen Blutprobe zu
(p=0,07). Im Vergleich der ersten, praoperativen Messung zur letzten postoperativen
Messung kam es zu einer Zunahme der Rezeptordichte dieser Zellen (p=0,07).

Die Rezeptordichte der CD3-/CD56+ Zellen nahm postoperativ stetig ab.

Die Rezeptordichte der CD3-/NKG2D+ und der CD3-/NKp46+Zellen nahm in der ersten
postoperativen Messung tendenziell ab und stieg im weiteren postoperativen Verlauf wieder.

Signifikante Unterschiede zeigten sich jedoch nicht.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 103) | (Zellzahl x 103)
CD3-/CD56+ 53,59 52,33 49,67 p(1/2) = 0,46
(13,82+/-) (29,2+/-) (22,83+/-) p(2/3) =0,44
p(1/3) = 0,34
CD3-/NKG2D+ | 71,57 70,52 74,04 p(1/2) = 0,47
(34,87+/-) (8,07+/-) (12,07+/-) p(2/3) = 0,29
p(1/3) = 0,43
CD3-/NKp30+ 48,3 57,2 56,95 p(1/2) = 0,07
(9,97+/-) (8,83+/) (11,62+/-) p(2/3) = 0,49
p(1/3) = 0,07
CD3-/NKp46+ 101,23 97,09 105,39 p(1/2) = 0,38
(22,04+/-) (29,4+/-) (44,28+/-) p(2/3) = 0,35
p(1/3) = 0,41

Tabelle 43: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fir die Rezeptordichte der einzelnen Populationen der NK-Zellen im
zeitlichen Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den beiden postoperativen Blutabnahmen der Liposarkome

ohne ein Rezidiv.
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3.4 Lipome (Abb.25, Abb.26)

Patientenkollektiv

Bei 8 Patienten mit solitdren oder multiplen Lipomen wurde vor der Resektion Blut in EDTA-
Rohrchen abgenommen. Die erste Blutabnahme erfolgte kurz vor der eigentlichen
Resektion, meist im Operationssaal. Auf weitere Blutabnahmen wurde verzichtet.

Alter der Patienten

Der jingste Patient dieser Studie war 32 Jahre alt und der alteste Patient war 76 Jahre alt.
Gemittelt hatte diese Patientengruppe ein durchschnittliches Alter von 40 Jahren.
Grundsatzlich betreffen Lipome jede Altersgruppe wobei es einen Gipfel zwischen dem 40.-
60. Lebensjahr gibt. Diese Tendenz zeigte sich auch bei dem Patientenkollektiv in dieser
Studie.

Geschlechterverteilung

4 Patientinnen und 4 Patienten nahmen an dieser Studie teil. Generell treten multiple Lipome
3-mal haufiger bei Mannern auf, als bei Frauen und 5-8% aller Lipome treten in groRerer
Anzahl auf. Ein Patient aus dieser Studie hatte mehrere Lipome.

3.4.1 Prozentuale Zellzusammensetzung beim Lipom fir B-, T-, und NK-Zellen

Die Zellzahl der B-Zellen betrug bei den Lipomen praoperativ 10,92 (5,24+/-). Im Verglich zu
den Liposarkomen ist die B- Zellzahl bei den Lipomen tendenziell héher. Die T-Zellzahl lag
bei den Lipomen durchschnittlich bei 67,09 (11,9+/-).

Die T-Zellzahl ist im Vergleich zu den Liposarkomen bei den Lipomen praoperativ etwas
geringer.

Die CD3-/CD56+ Zellen der Lipome hatten eine durchschnittliche Zellzahl von 11,23 (8,37+/).
Die Zellzahl der CD3-/NKG2D+ Zellen betrug 12,69 (9,47+/-). Die CD3-/NKp30+ Zellen
wiesen eine durchschnittliche Zellzahl von 9,62 (6,67+/-) auf und die Zellzahl der
CD3-/NKp46+ Zellen bei den Lipomen betrug 11,3 (7,68+/-).

Vergleicht man die NK- Zellzahlen der Lipome mit denen der Liposarkome so fallt auf, dass
die Zellzahlen bei den Lipomen tendenziell hdher ist.

Die Zellzahlen der Lipome ahneln denen der Liposarkome. Tendenziell ist die Zellzahl bei
den Lipomen etwas hoher als bei den Liposarkomen.
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Abbildung 25: Prozentualer Anteil der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten mit Lipomen. Die Grafik zeigt die
Mittelwerte mit Standardabweichungen flr die Zellzahl der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fur die Blutprobe.
Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen. Die Fehlerbalken entsprechen den
Standardabweichungen.

3.4.2 Beschreibung der Rezeptorexpression bei Lipomen fur B-, T- und NK-Zellen

In der praoperativen Untersuchung wurde die prozentuale Rezeptordichte bei Lipomen
analysiert.

Die Rezeptordichte bei den B- und T-Zellen verhalt sich bei den Lipomen &hnlich wie die
Zellzahl. Die Rezeptorexpression ist bei den B- Zellen tendenziell erhéht und die der T-
Zellen tendenziell erniedrigt. Die Rezeptorexpression der B-Zellen betrug bei den Lipomen
durchschnittlich 784,83 (162,06+/-). Die Rezeptorexpression der T-Zellen lag bei den
Lipomen bei 3,42 (0,42+/-).

Die Rezeptorexpression der NK-Zellmarker ist bei den Lipomen tendenziell héher als bei den
Liposarkomen.

Die Rezeptordichte der CD3-/CD56+ Zellen ist bei den Lipomen mit 57,76 (19,38+/-)
tendenziell minimal hoher als bei den Liposarkomen.

Die Rezeptorexpression der NK- Zellmarker CD3-/NKG2D+ ist 80,63, (19,75+/-) und CD3-/
NKp30+ 59,56 (23,07+/-). Sie ist bei den Lipomen tendenziell um das hoéher.

Der NK- Zellmarker CD3-/ NKp46+ zeigte tendenziell ebenfalls eine hdhere Rezeptordichte
bei den den Lipomen als bei den Liposarkomen. Die durchschnittliche Rezeptorexpression
der CD3-/NKp46+ Zellen lag bei den Lipomen bei 127,24 (36,41+/-) und bei den
Liposarkomen bei 100,33 (20,09+/-).
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Abbildung 26: Mittlere Rezeptordichte (mean fluorescence intensity, mfi) der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei
Patienten mit Lipomen. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fir die Rezeptordichte der gemessenen
Zellen in der Durchflusszytometrie fir die Blutprobe. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie
gemessenen Zellen. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen.

3.5 Chondrosarkome
Das Patientenkollektiv

Zu Beginn der Studie wurde bei 17 Patienten mit einem Chondrosarkom Blut abgenommen,
unmittelbar bevor der Tumor reseziert wurde. Bei der zweiten Blutabnahme, ca. drei Monate
postoperativ konnte das Blut von 12 Patienten untersucht werden. Sechs Monate
postoperativ konnte auf das Blut von sechs der urspringlich 17 Patienten zuriickgegriffen
werden. Dieser Zeitpunkt entspricht der dritten Blutabnahme. Nach Uber einem Jahr
postoperativ war es mdaglich bei sieben Patienten des urspringlichen Kollektivs Blut zu
gewinnen.

Die Schwankungen erklaren sich durch den Tod von zwei Patienten, desweiteren auch durch
fehlende Compliance. Der grof3te Teil der Patienten, die an dieser Studie teilnahm, lebt im
stiddeutschen Raum bzw. bundesweit und so kam es auch zu logistischen Problemen der
Verschickung der Blutproben bzw. der Einbestellung der Patienten. Nicht mehr verwertbare
Blutproben wurden hier ausgeklammert.

Therapieverfahren

Ein Patient dieser Studie von dem alle vier Blutproben untersucht werden konnten, unterzog
sich zum Zeitpunkt der vierten Blutabnahme einer palliativen Bestrahlung.

Rezidive zeigten sich bei einem Patienten mit Chondrosarkom.

Alter der Patienten

Der jingste Patient dieser Studie war 26 Jahre alt und die alteste Patientin war 82 Jahre alt.
Gemittelt hatte diese Patientengruppe ein durchschnittliches Alter von 54 Jahren. Mit 26
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Jahren bereits an einem Chondrosarkom zu erkranken ist ungewoéhnlich. Der Altersgipfel fur
das Chondrosarkom liegt ab dem funften Lebensjahrzehnt. Gehdauft tritt es in der sechsten
und siebten Lebensdekade auf (Schaser et al.,2009).

Geschlechterverteilung
In der Studie hatten neun Mé&nner ein Chondrosarkom und acht Frauen. Diese Verteilung

entspricht den Angaben in der Literatur, wonach Manner etwas haufiger vom
Chondrosarkom betroffen sind.

3.5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse Chondrosarkome

Zellzahl und Rezeptorexpression der Patienten mit einem Chondrosarkom im
zeitlichen Verlauf

Die B-Zellzahl nahm im zeitlichen Ablauf im Vergleich der ersten (praoperativen) zur vierten
(postoperativen)  Blutprobe signifikant ab (p=0,05). Betrachtet man dazu die
Rezeptorexpression zeigt sich jedoch eine Aktivitdtszunahme der einzelenen B-Zelle fir die
Messung. Die Rezeptordichte der B-Zellen zeigte im Vergleich der dritten postoperativen zur
vierten postoperativen Blutprobe eine signifikante Zunahme von (p=0,006).

Signifikante Unterschiede lieRen sich bei der T-Zellzahl und deren Rezeptorexpression keine
finden.

Tendenziell nahm die NK-Zellzahl im zeitlichen Ablauf zu. Eine deutliche Zunahme zeigte
sich bei den CD3-/NKG2D+ Zellen und bei den CD3-/NKp46+ Zellen im Vergleich der ersten
(praoperativen) zur vierten (postoperativen) Blutprobe (p= 0,04).

Tendenziell nahm die Rezeptorexpression der NK-Zellen postoperativ zu.

Tendenziell nahm die Rezeptorexpression bei den CD3-/NKp46+ Zellen postoperativ am
deutlichsten zu. Signifikante Unterschiede zeigten sich nicht.

Zellzahl und Rezeptorexpression der Chondrosarkome G1 und der Chondrosarkome
G2 im Vergleich

Tendenziell nahm die B-Zellzahl der Chondrosarkome G1 im zeitlichen Ablauf ab.
Signfikante Unterschiede zeigten sich hier nicht. Die Rezeptorexpression der B-Zellen der
Chondrosarkome G1 nahm im weiteren zeitlichen Ablauf zu. Im Vergleich der ersten zur
vierten Blutprobe nahm die Rezeptorexpression der B-Zellen deutlich zu (p= 0,002).

Die T-Zellzahl zeigte in den Messungen pra- und postoperative keine Tendenzen. Die
Rezeptorexpression der T- Zellen der Chondrosarkome G1 zeigte unmittelbar postoperativ
einen deutlichen Rickgang (p=0,04). Im weiteren zeitlichen Ablauf nahm die
Rezeptorexpression tendenziell zunachst zu und in der vierten Mesung wieder ab.

Eine signifikante Zunahme der Zellzahl der Chondrosarkome G1 zeigten die CD3-/CD56+
Zellen im Vergleich der ersten zur vierten Blutprobe (p=0,05).

Die CD3-/NKp46+ Zellen der Chondrosarkome G1 zeigten ebenfalls im Vergleich der ersten
zur vierten Blutprobe eine deutlich Zunhame ihrer Zellzahl (p=0,01).

Tendenziell 1aBt sich Uber die Zellzahl der anderen gemessenen NK- Zellmarker der
Chondrosarkome G1 sagen, dass diese im zeitlich Ablauf ebenfalls zunahmen. Signifikante
Unterschiede zeigten sich jedoch nicht. Ebenfalls zeigten sich in Bezug auf die
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Rezeptorexpression der NK-Zellen der Chondrosarkome G1 keine signifikanten
Unterschiede.

Die Patienten mit einem Chondrosarkom G2 zeigten weder fir die B- noch fir die T-Zellen
signifikante Unterschiede in Bezug auf die Zellzahl. Die B-Zellzahl der Chondrosarkome G2
war im Vergleich zur B-Zellzahl der Chondrosarkome G1 erniedrigt.

Ebenfalls zeigte sich bei den Chondrosarkomen G2 im Vergleich zu den Chondrosarkomen
G1 eine erniedrigte T-Zellzahl. Tendenziell nahm die Zellzahl der T-Zellen bei den
Chondrosarkomen G2 postoperativ im zeitlichen Ablauf wieder etwas zu.

In Bezug auf die Zellzahl der gemessenen NK-Zellen zeigten sich bei den Chondrosarkomen
G2 ebenfalls keine signifikanten Unterschiede. Im Vergleich der NK-Zellzahl der
Chondrosarkome G1 und G2 zeigten sich keine relevanten Unterschiede. Postoperativ
zeigten sich tendenziell erniedrigte NK-Zellzahlen bei den Chondrosarkomen G2 im
Vergleich zu denen der Chondrosarkome G1. Tendenziell nahm die NK-Zellzahl postopertiv
bei den Chondrosarkomen G2 im zeitlichen Ablauf zu.

Die Rezeptordichte zeigte bei den B-Zellen der Chondrosarkome G2 im zeitlichen Ablauf
eine Zunahme. Im Vergleich der dritten zur vierten Blutprobe nahm die Rezeptorexpression
der B-Zellen deutlich zu (p=0,01). Auch im Vergleich der ersten zur vierten Blutprobe zeigte
sich eine deutliche Zunahme der Rezeptorexpression bei den B-Zellen (p=0,01). Nach
Resektion des Chondrosarkoms G2 kommt es zu einer Zunahme der Aktivitat der einzelnen
B-Zelle. Im Vergleich zur Rezeptorexpression der B-Zellen der Chondrosarkome G1 zeigt
sich bei den Chondrosarkomen G2 in der 4. Messung eine deutlich erhdhte Aktivitat der
einzelnen B-Zelle.

Die Rezeptorexpression der T-Zellen zeigte im Vergleich der Chondrosarkome G1 und G2
nahezu &hnliche Werte.

Eine signifikante Zunahme der Rezeptorexpression zeigten die CD3-/CD56+ Zellen der
Chondrosarkome G2 im Vergleich der ersten zur zweiten Blutprobe (p= 0,04).

Interessant ist, dass praoperativ die gemessenen NK-Zellmarker der Chondrosarkome G2 im
Vergleich zu denen der Chondrosarkome G1 eine erhdhte Aktivitat aufweisen. Postoperativ
zeigen im spateren Verlauf dann bei den Chondrosarkomen G2 erhéhte Werte in Bezug auf
die Aktivitat der einzelnen NK-Zellen.

Zellzahl und Rezeptorexpression der Chondrosarkome G1 und der Chondrosarkome
G3im Vergleich

Leider konnte bei den beiden Patienten mit einem Chondrosarkom G3 nur eine Blutprobe
zum praoperativen Zeitpunkt gewonnen werden. Die praoperativen Zellzahlen der B-Zellen
zeigen fur beide Gradings ahnliche Werte. Die praoperativen Zellzahlen der T-Zellen waren
mit 34,0 bei den Chondrosarkomen geringer als bei den Chondrosarkomen G1 (62,34). Die
Rezeptorexpression zeigte fur die B-Zellen der Chondrosarkome G3 gering erniedrigte Werte
und fur die T-Zellen der Chondrosarkome leicht erhéhte Werte im Vergleich zu denen der
Chondrosarkome G1.

Die NK-Zellzahl der Chondrosarkome G3 war im Vergleich zu denen der Chondrosarkome
G1 deutlich erhéht. Betrachtet man hierzu jedoch die Aktivitat der einzelnen NK-Zellen zeigte
sich eine verminderte Aktivitat der einzelnen NK-Zellen fir die Chondrosarkome G3.

Eine zunehmende Dedifferenzierung der einzelnen NK-Zellen scheint hier teilweise zu einer
Zunahme der Zellzahl gefuihrt zu haben, nicht jedoch auch zu einer Aktivitatszunahme der
einzelnen NK-Zellen.
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Zellzahl und Rezeptorexpression der Chondrosarkome G2 und der Chondrosarkome
G3im Vergleich

Die B-Zellzahl der Chondrosarkome G2 ist préaoperativ im Vergleich zu derer der
Chondrosarkome G3 erniedrigt. Nicht jedoch die Aktivitat der einzelnen B-Zelle. Diese ist, bei
den Chondrosarkomen G2 im Vergleich erhoht.

Die T-Zellzahl der Chondrosarkome G2 ist im Vergleich zu derer der Chondrosarkome G3
erhoht. Die Rezeptorexpression ist minimal bei den Chondrosarkomen G2 erniedrigt.

In Bezug auf die NK-Zellzahl zeigt sich ein ahnliches Bild wie auch schon bei den
Chondrosarkomen G1. Die NK-Zellzahl der Chondrosarkome G3 ist im Vergleich zur NK-
Zellzahl G2 deutlich hoher. Die Aktivitdt der einzelnen NK-Zelle ist jedoch bei den
Chondrosarkomen G3 im Vergleich zu der der Chondrosarkome G2 erniedrigt.

Vergleich der Chondrosarkome mit den Enchondromen

Die B- Zellzahl &ahnelt der der Chondrosarkome zum préaoperativen Zeitpunkt. Die Zellzahl
der gemessenen NK- Zellen bei Patienten mit einem Enchondrom &hnelt der Zellzahl der
Patienten mit einem Chondrosarkom zum praoperativen Zeitpunkt.

Die durchschnittliche Rezeptorexpression der B- und T- Zellen zeigte ahnliche Werte wie die
der Chondrosarkome in der praoperativen Messung.

Die durchschnittliche Rezeptorexpression der NK-Zellen zeigte verglichen mit der
préaoperativ gemessenen Rezeptorexpression der Chondrosarkome &hnlich Werte.
Vergleicht man die B Zellzahlen der Enchondrome féllt auf; dass diese im Vergleich zu den
praoperativen B- Zellzahlen der Chondrosarkome G1 und G3 geringer sind. Erst nach
Resektion des Chondrosarkoms kommt es zu einer Abnahme und somit zu einer
Annaherung der B Zellzahl der Chondrosarkome G1 an die der Enchondrome. Bei den
Chondrosarkomen G3 (n=2) liegen leider keine Verlaufsproben vor.

Interessant ist im Vergleich der B-Zellzahl hierzu deren Aktivitat. Die Rezeptorexpression der
B-Zellen der Enchondrome ist verglichen mit der Aktivitat der Chondrosarkome G1 und G3
préaoperativ geringer. Vermutlich kommt es durch das Sarkom im Verlauf zu einer
Suppression der Aktivitdt der B-Zelle, die diese noch durch eine vermehrte Zellzahl zu
kompensieren versucht. Dies wird besonders bei den Chondrosakomen G1 deutlich. Nach
der Resektion finden sich deutlich erh6hte Aktivitatszunahmen der B-Zellen, die weit Uber
der Rezeptorexpression der B-Zellen beim Enchondrom liegen. Eine Ausnahme bilden hier
die Chondrosakome G3. Sie zeigen im Vergleich zu den Enchondromen préoperativ hohere
Zellzahlen, jedoch verglichen mit der Aktivitat der einzelnen B- Zellen praoperativ eine
deutliche Suppression. Leider war es bei den Chondrosarkomen G3 nur moéglich eine
praoperative Blutprobe zu bekommen.

Die T- Zellzahl war bei den Enchondromen etwas hoéher als bei den Chondrosarkomen. Eine
vermehrte Rezeptorexpression der T-Zellen zeigten jedoch die Chondrosarkome. Hier fiel
auf, dass die Chondrosarkome mit einem G3 eine erhohte Aktivitat der einzelnen T-Zelle
aufwiesen, als bei den Chondrosarkomen mit einem niedrigeren Grading.

Die Zellzahl der NK-Zellen bei den Chondrosarkomen G1 und G2 war im Vergleich zu denen
der Enchondrome geringer und zeigte im postoperativen Verlauf eine Zunahme. Wie schon
die Anzahl der NK-Zellen war bei den Chondrosarkomen G3, wie auch schon deren B-
Zellzahl praoperativ, d.h. unter dem Sarkom erhdoht.
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Auffallig ist die Rezeptorexpression der NK-Zellen bei den Chondrosarkomen im Vergleich
zu den Enchondromen. Die Aktivitat ist bei den Chondrosarkomen G1 ist aul3er bei den
CD3-/CD56+ Zellen, nahezu durchweg geringer als bei den Enchondromen. Wobei die
Unterschiede nicht sehr grof3 sind. Die Chondrosarkome G2 weisen im Vergleich zu den
Enchondromen eine deutlich erhdhte Aktivitat unter dem Sarkom fir alle gemessenen NK-
Zellen auf.

Anders verhdlt sich dazu das Chondrosarkom G3. Bereits vor der Resektion des Sarkoms
sind die NK-Zellen im Vergleich zu denen der Enchondrome deutlich supprimiert.

Die Zellen versuchen dem malignen Geschehen zunachst mit einer Zunahme ihrer Zellzahl
entgegen zu wirken und teilweise auch mit einer vermehrten Rezeptorexpression. Mit
zunehmender Entartung der einzelnen Zellen kommt es jedoch zu einem Rickgang der
Zellzahl und auch einem Rezeptorriickgang der einzelnen Zelle.

3.5.2 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Zellzusammensetzung beim Chondrosarkom
far B-, T- und NK-Zellen (Abb. 27, Abb.28, Tab.44, Tab.45, Tab.46, Tab.47)

Die B-Zellzahl nahm postoperativ im Vergleich zum praoperativen Zustand signifikant ab
(p=0,05).

Signifikante Unterschiede zeigten sich bei der T-Zellzahl nicht.

Die Zellzahlen der NK-Zellmarker nahmen tendenziell nach der Resektion des
Chondrosarkoms zu.

Die CD3-/NKG2D+ Zellen und die CD3-/NKp46+ zeigten im pra- zum postoperativen
Vergleich deutliche Zunahmen ihrer Zellzahl (p=0,04).
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Abbildung 27: Prozentualer Anteil der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten mit Chondrosakomen. Die Grafik
zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fur die Zellzahl der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fiir vier
Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf. Die
Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen. Signifikante Abnahme der CD3-/CD19+ Zellen von der ersten zur
vierten Blutprobe (__* p= 0,05). Signifikante Zunahme der CD3-/NKG2D+ und der CD3-/NKp46+ Zellen von der ersten zur
vierten Messung ( __**p<0,05).
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Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die B-Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T-
Zellzahl (CD3+/CD56-) bei Chondrosarkomen

Die folgende Tabelle zeigt die durchschnittlichen Werte der Zellzahl der B- und T-Zellen.

Die B-Zellzahl nahm im zeitlichen Ablauf im Vergelich der ersten (préaoperativen) zur vierten
(postoperativen) Blutprobe signifikant ab (p= 0,05).
Signifikante Unterschiede lieBen sich bei der T-Zellzahl keine finden.

Zellmarker 1. Blutprobe | 2. Blutprobe | 3. Blutprobe | 4. Blutprobe Signifikanz
(Zellzahl x 103) (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 10°)
CD3-/CD19+ | 13,08 12,55 10,48 9,91 p(1/2) = 0,39
(4,65+/-) (4,62+/-) (4,44+/-) (2,62+/-) p(2/3) = 0,18
p(3/4) = 0,38
p(1/4) = 0,05
CD3+/CD56- | 58,42 57,78 62,26 59,53 p(1/2) = 0,45
(11,9+/-) (11,0+/-) (6,0+/-) (11,98+/-) p(2/3) = 0,18
p(3/4) = 0,32
p(1/4) = 0,42

Tabelle 44: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fir die Zellzahl der ersten beiden Populationen und entspricht den B- und
T-Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen der
Chondrosarkome.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Natirlichen Killerzellzahlen bei

Chondrosarkomen

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die zeitliche Entwicklung der einzelnen NK-
Zellmarker.

Tendenziell nahm die NK-Zellzahl im zeitlichen Ablauf zu. Eine deutliche Zunahme zeigte
sich bei den CD3-/NKG2D+ Zellen und bei den CD3-/NKp46+ Zellen im Vergleich der ersten
(préoperativen) zur vierten (postoperativen) Blutprobe (p= 0,04).

Zellmarker 1. Blutprobe | 2. Blutprobe | 3. Blutprobe | 4. Blutprobe | Signifikanz
(Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 103)
CD3-/CD56+ | 12,02 9,2 12,48 15,61 p(1/2) = 0,09
(5,24+/-) (5,89+/-) (7,18+/-) (7,53+/-) p(2/3) = 0,14
p(3/4) = 0,22
p(1/4) = 0,09
CD3- 11,65 11,54 14,57 16,79 p(1/2) = 0,48
INKG2D+ (5,09+/-) (5,15+/-) (6,47+/-) (8,59+/-) p(2/3) = 0,15
p(3/4) = 0,31
p(1/4) = 0,04
CD3- 10,16 8,91 12,26 12,49 p(1/2) = 0,27
/INKp30+ (6,0+/-) (4,43+/-) (6,73+/-) (7,01+/-) p(2/3) = 0,11
p(3/4) = 0,48
p(1/4) = 0,21
CD3- 11,26 10,17 13,11 16,67 p(1/2) = 0,31
INKp46+ (5,58+/-) (5,86+/-) (6,56+/-) (8,01+/-) p(2/3) = 0,17
p(3/4) =0,2
p(1/4) = 0,04
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Tabelle 45: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fiir die Zellzahl der einzelnen Populationen der NK- Zellen im zeitlichen
Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen bei Chondrosarkomen.

3.5.3 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Rezeptordichte bei Chondrosarkomen fur B-,
T- und NK-Zellen

Im zeitlichen Ablauf kam es postoperativ zu einer vermehrten Rezeptorexpression auf den B-
Zellen.

Die Rezeptordichte der B-Zellen zeigte im Vergleich der dritten postoperativen zur vierten
postoperativen Blutprobe eine signifikante Zunahme von (p= 0,006).

Die Rezeptorexpression der T-Zellen ergab keine signifikanten Unterschiede.

Die Zellen mit den Markern CD3-/NKG2D+, CD3-/NKp30+ und CD3-/NKp46+ zeigten in der
zweiten Blutprobe tendenziell eine Zunahme ihrer Rezeptorexpression.

Bei den CD3-/NKp46+ Zellen nahm die Rezeptorexpression tendenziell im zeitlichen Ablauf
Zu.

Signifikante Unterschiede zeigten sich hier nicht.
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Abbildung 28: Mittlere Rezeptordichte (mean fluorescence intensity) der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit Chondrosarkomen. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fir die Zellzahl der gemessenen Zellen in der
Durchflusszytometrie fiir vier Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen
im zeitlichen Verlauf. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen. Signifikanz _ *p<0,05.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fiir die Rezeptordichte der B-Zellen (CD3-/
CD19+) und der T- Zellen (CD3+/CD56-) bei Chondrosarkomen

Die Rezeptordichte der B-Zellen zeigte im Vergleich der dritten postoperativen zur vierten
postoperativen Blutprobe eine sign. Zunahme (p= 0,006).

Im zeitlichen Ablauf kam es postoperativ zu einer vermehrten Rezeptorexpression auf den B-
Zellen.
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Zellmarker 1. Blutprobe | 2. Blutprobe | 3. Blutprobe | 4. Blutprobe | Signifikanz
(Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 103)
CD3-/CD19+ | 584,93 649,35 614,51 939,44 p(1/2) = 0,14
(145,5+/-) (171,75+/-) (200,61+/-) (190,63+/-) p(2/3) = 0,36
p(3/4) = 0,006
p(1/4) = 2,88
CD3+/CD56- | 3,45 2,91 3,1 2,93 p(1/2) = 0,06
(0,87+/-) (0,85+/-) (0,27+/-) (0,48+/-) p(2/3) = 0,31
p(3/4) = 0,24
p(1/4) = 0,08

Tabelle 46: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fir die Rezeptordichte der ersten beiden Populationen und entspricht den
B- und T- Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten prdoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen der
Chondrosarkome.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Natlrlichen

Killerzellen bei Chondrosarkomen

Rezeptordichte der

Signifikante Unterschiede in Bezug auf die Rezeptorexpression zeigten sich bei den NK-
Zellen nicht. Tendenziell nahm die Rezeptorexpression der NK-Zellen postoperativ zu.
Tendenziell nahm die Rezeptorexpression bei den CD3-/NKp46+ Zellen postoperativ am

meisten zu.

Zellmarker 1. Blutprobe | 2. Blutprobe | 3. Blutprobe | 4. Blutprobe | Signifikanz
(Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 10%)
CD3-/CD56+ | 56,91 43,91 61,17 59,81 p(1/2) =0,1
(19,92+/-) (15,64+/-) (12,07+/-) (14,36+/-) p(2/3) = 0,1
p(3/4) =0,4
p(1/4) = 0,1
CD3- 67,53 72,42 65,27 65,85 p(1/2) = 0,38
INKG2D+ (47,23+/-) (28,44+/-) (13,86+/-) (10,19+/-) p(2/3) = 0,28
p(3/4) = 0,47
p(1/4) = 0,46
CD3-/NKp30+ | 49,63 57,37 58,84 57,98 p(1/2) = 0,19
(18,8+/-) (28,04+/-) (15,95+/-) (25,16+/-) p(2/3) = 0,45
p(3/4) = 0,47
p(1/4) = 0,19
CD3-/NKp46+ | 116,98 140,45 128,24 150,44 p(1/2) = 0,15
(43,11+/-) (79,07+/-) (29,26+/-) (74,52+/-) p(2/3) = 0,37
p(3/4) = 0,25
p(1/4) = 0,08

Tabelle 47: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fiir die Rezeptordichte der einzelnen Populationen der NK- Zellen im
zeitlichen Verlauf von der ersten préoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen der Chondrosarkome.

3.5.4 Unterscheidung der Chondrosarkome nach dem Grading

Von den 17 Patienten mit Chondrosarkomen hatten 10 Patienten ein Grading G1.

Ein Grading G2 liel3 sich bei drei Patienten feststellen. Mit ein Grading G3 fand sich bei zwei
Patienten und ein Grading G4 lie3 sich ebenfalls bei einem Patienten finden. Bei einem
Patienten konnte trotz des Referenzpatholgen keine eindeutige Einordnung des Gradings
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erfolgen. Dieser Patient ist in der folgenden Darstellung nicht berticksichtigt. Die Einteilung
der Patienten nach dem Grading erfolgte anhand der Pathologiebefunde.

3.5.5 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Zellzusammensetzung beim Chondrosarkom
G1 fur B-, T- und NK-Zellen (Abb. 29, Abb.30, Tab.48, Tab.49, Tab.50, Tab.51)

Signifikante Unterschiede in Bezug auf die Zellzahl lie3en sich bei den B- und T-Zellen nicht
finden.

Bei den NK-Zellen zeigte sich eine signifikante Zunahme der Zellzahl im Vergleich der ersten
zur vierten Blutprobe bei den CD3-/CD56+ Zellen (p= 0,05).

Die CD3-/NKp46+ Zellen zeigten im Vergleich der ersten zur vierten Blutprobe eine deutliche
Zunahme der Zellzahl (p=0,01).

Die ubrigen NK-Zellmarker zeigten tendenziell ebenfalls im zeitlichen Ablauf eine Zunahme
ihnrer Zellzahl. Signifikante Unterschiede liel3en sich jedoch nicht nachweisen.
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Abbildung 29: Prozentualer Anteil der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten mit Chondrosarkomen G1. Die
Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fir die Zellzahl der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fiir
vier Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf.
Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen. Signifikanz _ *p<0,05, _ **p=0,05.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die B- Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T-
Zellzahl (CD3+/CD56-) bei Chondrosarkomen G1

Die folgende Tabelle zeigt die durchschnittlichen Werte der Zellzahl der B- und T-Zellen.
Signifikante Unterschiede zeigten sich in Bezug auf die Zellzahl bei den B- und T-Zellen
nicht.

Tendenziell nahm die B-Zellzahl im zeitlichen Ablauf ab.
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Zellmarker 1. Blutprobe | 2. Blutprobe | 3. Blutprobe | 4. Blutprobe | Signifikanz
(Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 10%) | (Zellzahl x 103)
CD3-/CD19+ 13,95 14,76 10,26 10,33 p(1/2) = 0,36
(4,81+/-) (4,73+/-) (4,32+1-) (2,99+/-) p(2/3) = 0,09
p(3/4) = 0,49
p(1/4) = 0,07
CD3+/CD56- | 62,34 57,15 61,23 57,17 p(1/2) = 0,12
(4,87+/-) (12,18+/-) (8,85+/-) (13,18+/-) p(2/3) = 0,31
p(3/4) = 0,32
p(1/4) =0,14

Tabelle 48: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fir die Zellzahl der ersten beiden Populationen und entspricht den B- und
T- Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen der

Chondrosarkome G1.

Zeitlicher

Verlauf der

Chondrosarkomen G1

Durchschnittswerte der

Natlrlichen Killerzellzahlen bei

Eine signifikante Zunahme der Zellzahl zeigten die CD3-/CD56+ Zellen im Vergleich der
ersten zur vierten Blutprobe (p= 0,05).
Die CD3-/NKp46+ Zellenzeigten ebenfalls im Vergleich der ersten zur vierten Blutprobe eine
deutlich Zunhame ihrer Zellzahl (p= 0,01).
Tendenziell &Rt sich Uber die Zellzahl der anderen gemessenen NK- Zellmarker sagen, dass
diese im zeitlichen Ablauf ebenfalls zunahm. Signifikante Unterschiede zeigten sich jedoch

nicht.
Zellmarker 1. Blutprobe | 2. Blutprobe | 3. Blutprobe | 4. Blutprobe | Signifikanz
(Zellzahl x 10%ul) | (Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 10%/ul)
CD3-/CD56+ | 10,53 9,39 11,81 16,4 p(1/2) = 0,32
(4,3+/-) (5,43+/-) (5,28+/-) (8,19+/-) p(2/3) = 0,27
p(3/4) = 0,22
p(1/4) = 0,05
CD3- 11,6 11,61 13,96 17,11 p(1/2) =0,5
INKG2D+ (3,93+/-) (5,22+/-) (6,22+/-) (9,32+/-) p(2/3) = 0,27
p(3/4) = 0,32
p(1/4) = 0,07
CD3-/NKp30+ | 8,8 8,7 11,59 12,33 p(1/2) = 0,48
(3,55+/-) (4,52+/-) (5,94+/-) (7,28+/-) p(2/3)=0,21
p(3/4) = 0,45
p(1/4)=0,1
CD3-/NKp46+ | 9,88 8,96 12,52 17,18 p(1/2) = 0,33
(4,36+/-) (4,02+/-) (5,99+/-) (8,21) p(2/3) = 0,15
p(3/4) = 0,22
p(1/4) = 0,01

Tabelle 49: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Zellzahl der einzelnen Populationen der NK-

Zellen im zeitlichen

Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen bei Chondrosarkomen G1.
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3.5.6 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Rezeporexpression beim Chondrosarkom G1
far B-, T- und NK-Zellen

Die Rezeptorexpression der B-Zellen zeigte im Vergleich der ersten zur vierten Messung
eine deutliche Zunahme (p= 0,002).

Die Rezeptorexpression der T- Zellen nahm unmittelbar postoperativ zu (p= 0,04). Im
weiteren zeitlichen Ablauf war sie jedoch wieder ricklaufig.

Die NK-Zellmarker zeigten in Bezug auf die Rezeptorexpression keine signifikanten
Unterschiede.
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Abbildung 30: Mittlere Rezeptordichte (mean fluorescence intensity, mfi) der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei
Patienten mit Chondrosarkomen G1. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fir die Zellzahl der
gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fir vier Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels
Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen.
Signifikanz _ *p<0,05.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die Rezeptordichte der B-Zellen (CD3-/
CD19+) und der T- Zellen (CD3+/CD56-) bei Chondrosarkomen G1

Die Rezeptorexpression der B-Zellen nahm im weiteren zeitlichen Ablauf zu. Im Vergleich
der ersten zur vierten Blutprobe nahm die Rezeptorexpression der B-Zellen deutlich zu (p=
0,002).

Die Rezeptorexpression der T- Zellen zeigte unmittelbar postoperativ einen deutlichen
Ruckgang (p= 0,04). Im weiteren zeitlichen Ablauf nahm die Rezeptorexpression tendenziell
zunachst zu und in der vierten Mesung wieder ab.
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Zellmarker 1. Blutprobe | 2. Blutprobe | 3. Blutprobe | 4. Blutprobe | Signifikanz
(Signale/zellzahl | (Zellzahl x 10%l) | (Zellzahl x 10%ul) | (Zellzahl x 10%/pl)
X 10°
CD3-/CD19+ 573,75 697,94 669,68 896,92 p(1/2) = 0,06
(124,06+/-) (187,77 +/-) | (291,13 +/-) | (215,48 +/-) | P(2/3)=0,43
p(3/4) = 0,12
p(1/4) = 0,002
CD3+/CD56- 3,27 2,71 3,1 2,9 p(1/2) = 0,04
(0,65 +/-) (0,54 +/-) (0,4 +/-) (0,58 +/-) p(2/3) = 0,15
p(3/4) = 0,31
p(1/4) = 0,15

Tabelle 50: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Rezeptordichte der ersten beiden Populationen und entspricht den
B- und T-Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten préoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen der
Chondrosarkome G1.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Natirlichen

Killerzellen bei Chondrosarkomen G1

Rezeptordichte der

Die CD3-/NKG2D+ Zellen und die CD3-/NKp30+ Zellen nahmen in der zweiten und dritten
Messung tendenziell zu. In der vierten Messung war die Rezeptorexpression jedoch wieder
ricklaufig.

Die CD3-/CD56+ Zellen nahmen in der zweiten und dritten Messung tendenziell ab und
zeigten in der vierten Messung einen leichten Anstieg. Signifikante Unterschiede zeigten sich

jedoch nicht.

Zellmarker 1. Blutprobe | 2. Blutprobe | 3. Blutprobe | 4. Blutprobe | Signifikanz
(Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 10%ul) | (Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 10%/ul)
CD3-/CD56+ 57,03 53,15 52,64 60,46 p(1/2) = 0,36
(23,41 +/-) (21,8 +/-) (8,08 +/-) (16,01 +/-) p(2/3) = 0,48
p(3/4) = 0,24
p(1/4) = 0,39
CD3-/NKG2D+ 61,66 71,12 70,66 63,72 p(1/2) = 0,24
(26,84 +/-) (24,18 +/-) (16,86 +/-) (11,65 +/-) p(2/3) = 0,49
p(3/4) = 0,25
p(1/4) = 0,44
CD3-/NKp30+ 44,88 52,17 58,73 47,31 p(1/2)=0,1
(11,67 +/-) (9,96 +/-) (18,1 +/-) (16,59 +/-) p(2/3) = 0,23
p(3/4) = 0,2
p(1/4) = 0,38
CD3-/NKp46+ 116,17 124.,4 118,06 123,69 p(1/2) = 0,36
(36,79 +/-) (51,67 +/-) (23,1 +/-) (55,46 +/-) p(2/3) = 0,42
p(3/4) = 0,43
p(1/4) = 0,37

Tabelle 51: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fiir die Rezeptordichte der einzelnen Populationen der NK- Zellen im
zeitlichen Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen der Chondrosarkome
G1.

3.5.7 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Zellzusammensetzung beim Chondrosarkom
G2 fur B-, T- und NK-Zellen (Abb.31, Abb. 32, Tab.52, Tab.53, Tab.54, Tab.55)

In der Untersuchung wurde die prozentuale Zellzahl im zeitlichen Ablauf bei
Chondrosarkomen G2 analysiert.

Hier zeigten sich weder fiir die B- noch fiir die T-Zellen signifikante Unterschiede in Bezug
auf die Zellzahl. Tendenziell nahm die Zellzahl der T-Zellen im zeitlichen Ablauf zu.
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In Bezug auf die Zellzahl der gemessenen NK-Zellen zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede. Tendenziell nahm die NK-Zellzahl im zeitlichen Ablauf zu.

Aufgrund der extrem geringen Fallzahl sind diese Aussagen nur sehr eingeschrankt zu
bewerten.
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Abbildung 31: Prozentualer Anteil der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten mit Chondrosarkomen G2. Die
Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fir die Zellzahl der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fir
vier Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf.
Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die B- Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T-
Zellzahl (CD3+/CD56-) bei Chondrosarkomen G2

Die folgende Tabelle zeigt die durchschnittlichen Werte der Zellzahl der B- und T-Zellen.
Signifikante Unterschiede zeigten sich bei der Zellzahl nicht. Tendenziell nahm die T-
Zellzahl im zeitlichen Ablauf zu.

Zellmarker 1. Blutprobe | 2. Blutprobe | 3. Blutprobe | 4. Blutprobe | Signifikanz
(Zellzahl x 10%ul) | (Zellzahl x 10%l) | (Zellzahl x 10%pl) | (Zellzahl x 10%/ul)
CD3-/CD19+ | 9,04 8,52 7,96 8,84 p(1/2) = 0,45
(4,17 +/-) (2,32 +/-) (3,96 +/-) (2,12 +/-) p(2/3) = 0,45
p(3/4)=0,4
p(1/4) = 0,47
CD3+/CD56- | 59,06 65,53 63,99 65,41 p(1/2) = 0,2
(8,05 +/-) (4,36+/-) (2,9 +/-) (8,34 +/-) p(2/3) = 0,35
p(3/4) = 0,42
p(1/4) = 0,22

Tabelle 52: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fir die Zellzahl der ersten beiden Populationen und entspricht den B- und
T- Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen der

Chondrosarkome G2.
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Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fiir die NK- Zellzahlen bei Chondrosarkomen
G2

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tber die zeitliche Entwicklung der einzelnen NK-
Zellmarker.

Die CD3-/CD56+ Zellen zeigten unmittelbar nach der Resektion des Tumors einen Einbruch
der Zellzahl. Im weiteren zeitlichen Ablauf kam es dann tendenziell zu einer Zunahme der
Zellzahl.

Die CD3-/NKp46+ Zellen zeigten tendenziell ebenfalls unmittelbar nach der Resektion des
Chondrosarkoms G2 einen Rickgang und nahmen postoperative tendenziell wieder zu.
Auch die Zellzahl der CD3-/NKp30+ Zellen nahmen in der ersten postoperativen Messung
tendenziell ab.

Die Zellzahl der CD3-/NKG2D+ Zellen nahm postoperativ im weiteren zeitlichen Ablauf
tendenziell stetig zu.

Signifikante Unterschiede lie3en sich in Bezug auf die Zellzahl nicht festellen.

Zellmarker 1. Blutprobe | 2. Blutprobe | 3. Blutprobe | 4. Blutprobe | Signifikanz
(Zellzahl x 10%ul) | (Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 10%/ul)
CD3-/ICD56+ | 11,94 5,47 12,96 13,63 p(1/2)=0,1
(5,06 +/-) (0,38 +/-) (11,46 +/-) (7,83 +/-) p(2/3) = 0,22
p(3/4) = 0,47
p(1/4) =0,4
CD3- 9,46 11,1 14,88 15,99 p(1/2) = 0,42
INKG2D+ (8,3 +/-) (5,16 +/-) (11,39 +/-) (9,72 +/-) p(2/3) = 0,36
p(3/4) = 0,47
p(1/4) = 0,23
CD3-/NKp30+ | 10,08 9,64 13,5 12,89 p(1/2) = 0,48
(10,0 +/-) (6,67 +/-) (12,31 +/-) (9,08 +/-) p(2/3) = 0,36
p(3/4) = 0,48
p(1/4) = 0,38
CD3-/NKp46+ | 11,58 10,23 13,72 15,38 p(1/2) = 0,42
(7,71+4/-) (7,65 +/-) (11,91 +/-) (10,51+/-) p(2/3) = 0,38
p(3/4) = 0,44
p(1/4) = 0,33

Tabelle 53: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Zellzahl der einzelnen Populationen der NK-

Zellen im zeitlichen

Verlauf von der ersten préoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen bei Chondrosarkomen G2.

3.5.8 Zeitlicher Verlauf der Rezeptorexpression beim Chondrosarkom G2 fir B-, T- und
NK-Zellen

In der Untersuchung wurde die prozentuale Rezeptordichte im zeitlichen Ablauf bei
Chondrosarkomen G2 analysiert.

Die Rezeptordichte zeigte bei den B-Zellen im zeitlichen Ablauf eine Zunahme. Im Vergleich
der dritten zur vierten Blutprobe nahm die Rezeptorexpression der B-Zellen deutlich zu (p=
0,01). Auch im Vergleich der ersten zur vierten Blutprobe zeigte sich eine deutliche Zunahme
der Rezeptorexpression bei den B-Zellen (p=0,01).

Die Rezeptorexpression der T-Zellen wies keine signifikanten Unterschiede aus.

Signifikante Werte zeigten sich bei den NK-Zellen lediglich fur die CD3-/CD56+ Zellen.
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Die Rezeptorexpression der CD3-/CD56+ Zellen nahm in der ersten postoperativen Messung
deutlich ab (p=0,04). Im weiteren zeitlichen Verlauf nahm die Rezeptorexpression tendenziell
wieder zu.
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Abbildung 32: Mittlere Rezeptordichte (mean fluorescence intensity) der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit Chondrosarkomen G2. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fiir die Zellzahl der gemessenen Zellen in
der Durchflusszytometrie fur vier Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen
Zellen im zeitlichen Verlauf. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen. Signifikanz _ *p<0,05.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fiir die Rezeptorexpression der B- (CD3-/
CD19+) und T- Zellen (CD3+/CD56-) bei Chondrosarkomen G2

Die Rezeptordichte zeigte bei den B-Zellen im zeitlichen Ablauf eine Zunahme. Im Vergleich
der dritten zu vierten Blutprobe nahm die Rezeptorexpression der B- Zellen deutlich zu (p=
0,01). Auch im Vergleich der ersten zur vierten Blutprobe zeigte sich eine deutliche Zunahme
der Rezeptorexpression bei den B-Zellen (p= 0,01).

Die Rezeptorexpression der T-Zellen wies keine signifikanten Unterschiede aus.

Zellmarker 1. Blutprobe | 2. Blutprobe | 3. Blutprobe | 4. Blutprobe | Signifikanz
(Zellzahl x 10%l) | (Zellzahl x 10%l) | (Zellzahl x 10%pl) | (Zellzahl x 10%/ul)
CD3-/CD19+ 614,75 647,06 599,85 1045,75 p(1/2) = 0,42
(8150,92+/-) | (160,19+/-) (59,89 +/-) (25,58+/-) p(2/3) = 0,36
p(3/4) = 0,01
p(1/4) = 0,01
CD3+/CD56- 3,10 3,13 3,15 3,01 p(1/2) = 0,48
(0,33+/-) (0,74 +/-) (0,12 +/-) (0,27 +/-) p(2/3) = 0,49
p(3/4) = 0,28
p(1/4) = 0,38
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Tabelle 54: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fiir die Rezeptordichte der ersten beiden Populationen und entspricht den
B- und T- Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen der
Chondrosarkome G2.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Rezeptordichte der Natlrlichen
Killerzellen bei Chondrosarkomen G2

Die Rezeptorexpression der CD3-/CD56+ Zellen nahm in der ersten postoperativen Messung
deutlich ab (p=0,04). Im weiteren zeitlichen Verlauf nahm die Rezeptorexpression tendenziell
wieder zu.

Die Rezeptorexpression der CD3-/NKG2D+ Zellen war bei der ersten Messung tendenziell
ricklaufig. Nach ca. einem Jahr kam es tendenziell wieder zu einer leichten Zunahme der
Rezeptorexpression.

Die Rezeptorexpression der CD3-/NKp30+ Zellen hatte ein Jahr postoperativ nahezu den
gleichen Wert wie praoperativ.

Die Rezeptorexpression der CD3-/NKp46+ Zellen zeigte in der ersten und letzten
posterativen Messung jeweils einen Anstieg.

Zellmarker 1. Blutprobe | 2. Blutprobe | 3. Blutprobe | 4. Blutprobe | Signifikanz
(Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 10%ul) | (Zellzahl x 10%ul) | (Zellzahl x 10%/ul)
CD3-/CD56+ 61,57 42,45 59,6 54,32 p(1/2) = 0,04
(10,48+/-) (0,47+/-) (13,7+/-) ,77+/-) p(2/3)=0,1
p(3/4) = 0,32
p(1/4) = 0,21
CD3-/NKG2D+ | 109,56 97,86 57,28 71,14 p(1/2) = 0,44
(104,01 +/-) | (45,09+/-) (13,29+/-) (0,27+/-) p(2/3) = 0,17
p(3/4) = 0,14
p(1/4) = 0,33
CD3-/NKp30+ 80,35 94,59 62,13 84,66 p(1/2) = 0,36
(17,47 +1-) (62,4+/-) (23,61+/-) (26,52+/-) p(2/3) = 0,29
p(3/4) = 0,24
p(1/4) = 0,42
CD3-/NKp46+ 149,3 243,3 125,6 217,3 p(1/2) = 0,19
(77,29+/-) (144,36+/-) (40,1+/-) (92,17+/-) p(2/3) =0,2
p(3/4) = 0,16
p(1/4) = 0,22

Tabelle 55: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fir die Rezeptordichte der einzelnen Populationen der NK- Zellen im
zeitlichen Verlauf von der ersten préoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen der Chondrosarkome
G2.

3.5.9 Prozentuale Zellzusammensetzung beim Chondrosarkom G3 fur B-, T- und NK-
Zellen (Abb.33, Abb.34)

In der Untersuchung wurde die prozentuale Zellzahl bei Chondrosarkomen G3 analysiert.
Leider konnte bei den beiden Patienten nur eine Blutprobe zum préaoperativen Zeitpunkt
gewonnen werden.
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Die durchschnittliche B-Zellzahl ist bei den Chondrosarkomen G3 mit 14,6 im Vergleich zu
den Chondrosarkomen G2 mit 9,04 tendenziell hdher.

Die durchschnittliche T-Zellzahl ist bei den Chondrosarkomen G3 mit 34,0 im Vergleich zu
den Chondrosarkomen G2 mit einer gemittelten T-Zellzahl von 59,06 hingegen tendenziell
geringer.

Die gemittelten NK-Zellzahlen der Chondrosarkome G3 bewegen sich in einem Bereich von
16,6 bis 21,3. Die Zellzahlen der einzelnen NK-Zellen im Uberblick: CD3-/CD56+ 21,3
(2,72+/-); CD3-/NKG2D+ 16,6 (7,96+/-); CD3-/NKp30+ 20,64 (2,18+/-) und CD3-/NKp46
19,49 (5,66+/-). Die durchschnittichen NK- Zellzahlen sind im Vergleich mit denen der
Chondrosarkome G2 tendenziell héher.
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Abbildung 33: Prozentualer Anteil der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten mit Chondrosarkomen G3. Die
Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fir die Zellzahl der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fir
die praoperativen Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen. Die
Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen.

3.5.10 Beschreibung der Rezeptorexpression beim Chondrosarkom G3 fur B-, T- und
NK-Zellen

In der Untersuchung wurde die prozentuale Rezeptordichte bei Chondrosarkomen G3

analysiert.

Die durchschnittliche Rezeptorexpression der B-Zellen bei Chondrosarkomen G3 ist mit

436,56 geringer als die Rezeptorexpression bei Chondrosarkomen G2 mit 614,75.

Fur die Rezeptorexpression der T-Zellen beim Chondrosarkom G3 zeigt sich ein

durchschnittlicher Wert von 3,95. Die Rezeptorexpression der Chondrosarkome G3 ist

geringfigig héher als die der Chondrosarkome G2.

(Die durchschnittliche Rezeptorexpression der T-Zellen bei den Chondrosarkomen G2 lag

bei 3,10).

Die Rezeptordichte der Chondrosarkome G3 ist tendenziell im Vergleich zu den

Chondrosarkomen G2 geringer in Bezug auf die einzelnen gemessenen NK-Zellen.

Die Rezeptorexpression der CD3-/CD56+ Zellen der Chondrosarkome G3 betrug 42,32

(7,33+/-). Die Rezeptorexpression der CD3-/NKG2D+Zellen der Chondrosarkome G3 lag bei

40,6 (3,53+/-). Fur die CD3-/NKp30+ Zellen der Chondrosarkome G3 zeigte sich eine
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Rezeptorexpression von 34,18 (13,41+/-) und fur die CD3-/NKp46+ Zellen betrug die
Rezeptorexpression 95,03 (6,88+/-).

Die Rezeptorexpression der gemessenen NK-Zellmarker ist tendenziell bei den
Chondrosarkomen G3 geringer als bei den Chondrosarkomen G2.
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Abbildung 34: Mittlere Rezeptordichte (mean fluorescence intensity, mfi) der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei
Patienten mit Chondrosarkomen G3. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fir die Rezeptordichte der
gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie
gemessenen Zellen. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen.

3.5.11 Chondrosarkome ohne Rezidiv

Von den 17 Patienten mit einem Chondrosarkom waren 16 Patienten auch nach tber einem
Jahr rezidiv frei. In diesem Patientenkollektiv kann die Zellzahl und die Rezeptordichte im
zeitlichen Verlauf fur alle vier Blutproben betrachtet werden.

3.5.12 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Zellzusammensetzung beim Chondrosarkom
ohne Rezidiv fur B-, T- und NK-Zellen (Abb.35, Abb.36, Tab.56, Tab.57, Tab.58, Tab.59)

Die Zellzahl der B- und T-Zellen zeigte im zeitlichen Ablauf keine signifikanten Unterschiede.
Auch die Zellzahl der gemessenen NK-Zellmarker zeigte im zeitlichen Ablauf keine
signifikanten Unterschiede.

Tendenziell nahm die Zellzahl der CD3-/CD56+ NK-Zellen postoperativ zu. Auch die Zellzahl
der CD3-/NKG2D+ und der CD3-/NKp46+ Zellen schienen tendenziell zu zunehmen.

Die CD3-/NKp30+ Zellen nahmen tendenziell nach sechs Monaten postoperativ leicht zu und
nach einem Jahr postoperativ ab.

Die folgende Grafik gibt einen Uberblich (iber den zeitlichen Ablauf der prozentualen Zellzahl
im zeitlichen Ablauf.
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Abbildung 35: Prozentualer Anteil der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten mit Chondrosarkom ohne Rezidiv.
Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fur die Zellzahl der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie
fur vier Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf.
Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die B- Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T-
Zellzahl (CD3+/CD56-) bei Chondrosarkomen ohne Rezidiv

Die folgende Tabelle zeigt die durchschnittlichen Werte der Zellzahl der B- und T-Zellen.
Signifikante Unterschiede zeigten sich weder bei den B- noch bei den T-Zellen.

Zellmarker 1. Blutprobe | 2. Blutprobe | 3. Blutprobe | 4. Blutprobe | Signifikanz
(Zellzahl x 10%ul) | (Zellzahl x 10%l) | (Zellzahl x 10%yl) | (Zellzahl x 10%/ul)

CD3-/CD19+ | 12,8 12,44 9,78 10,07 p(1/2) = 0,42

(4,66+/-) (4,82+/-) (4,57) (2,82+/-) p(2/3) = 0,16

p(3/4) = 0,45

p(1/4) = 0,09

CD3+/CD56- | 58,34 49,13 62,47 61,67 p(1/2) = 0,15

(12,28+/-) (11,4+/-) (6,58+/-) (11,55+/-) p(2/3)=0,18

p(3/4) = 0,45

p(1/4) = 0,43

Tabelle 56: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fir die Zellzahl der ersten beiden Populationen und entspricht den B- und
T- Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten préoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen der
Chondrosarkome ohne Rezidiv.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Natirlichen Killerzellzahlen bei

Chondrosarkomen ohne Rezidiv

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die zeitliche Entwicklung der einzelnen NK-
Zellmarker.
Die Zellzahl der gemessenen NK-Zellmarker zeigte keine signifikanten Unterschiede.
Tendenziell schienen die Zellzahl der CD3-/NKG2D+ und der CD3-/NKp46+ Zellen im
zeitlichen Ablauf zu zunehmen.
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Zellmarker 1. Blutprobe | 2. Blutprobe | 3. Blutprobe | 4. Blutprobe | Signifikanz
(Zellzahl x 10%ul) | (Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 10%/ul)
CD3-/CD56+ | 3,93 8,8 115 13,94 p(1/2) = 0,08
(5,39+/-) (5,99+/-) (6,34+/-) (6,7+/-) p(2/3) = 0,21
p(3/4) = 0,27
p(1/4) = 0,26
CD3- 11,73 11,17 13,38 14,95 p(1/2) = 0,39
INKG2D+ (5,25+/-) (5,24+/-) (6,48+/-) (7,75+/-) p(2/3) = 0,24
p(3/4) = 0,37
p(1/4) = 0,14
CD3-/NKp30+ | 10,24 8,6 11,12 3,8 p(1/2) = 0,24
(6,2+/-) (4,53+/-) (6,85+/-) (6,82+/-) p(2/3) = 0,19
p(3/4) = 0,49
p(1/4) = 0,36
CD3-/NKp46+ | 11,36 9,84 11,94 14,98 p(1/2) = 0,26
(5,75+/-) (6,02+/-) (6,61+/-) (7,27+1-) p(2/3) = 0,27
p(3/4) = 0,25
p(1/4) = 0,12

Tabelle 57: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fiir die Zellzahl der einzelnen Populationen der NK-Zellen im zeitlichen
Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen bei Chondrosarkomen ohne
Rezidiv.

3.5.13 Zeitlicher Verlauf der Rezeptorexpression bei Chondrosarkomen ohne Rezidiv
far B-, T- und NK-Zellen

Die Rezeptordichte der B-Zellen zeigte eine Zunahme im postoperativen Verlauf. Die
Rezeptordichte zeigte im Vergleich der dritten zur vierten Blutprobe eine deutliche Zunahme
(p=0,02).

Signifikante  Unterschiede
Rezeptorexpression nicht.
Die CD3-/CD56+ Zellen zeigten unmittelbar postoperativ einen signifikanten Rickgang ihrer
Rezeptorexpression (p= 0,05). Im weiteren zeitlichen Ablauf zeigte sich im Vergleich der
zweiten zur dritten Messung eine deutliche Zunahme der Rezeptorexpression (p= 0,03). In
der letzten Messung kam es tendenziell zu einem minimalen Rickgang der
Rezeptorexpression.

Die Rezeptorexpresssion der CD3-/NKG2D+ Zellen zeigte im zeitlichen Ablauf keinen
signifikanten Unterschiede.

Die Rezeptorexpression der CD3-/NKp30+ Zellen zeigte tendenziell im weiteren zeitlichen
Ablauf eine minimale Zunahme.

Auch die Rezeptorexpression der CD3-/NKp46+ Zellen zeigte tendenziell im postoperativen
Verlauf eine Zunahme.

zeigten sich bei den T-Zellen in Bezug auf ihre
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Abbildung 36: Mittlere Rezeptordichte (mean fluorescence intensity, mfi) der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei
Patienten mit Chondrosarkomen ohne Rezidiv. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fur die
Rezeptordichtel der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fur die Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der
mittels  Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf. Die Fehlerbalken entsprechen den
Standardabweichungen. Signifikanz _*p<0,05, bzw. _**p=0,05.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die Rezeptordichte der B-Zellen (CD3-/
CD19+) und der T- Zellen (CD3+/CD56-) bei Chondrosarkomen ohne Rezidiv

Die folgende Tabelle die durchschnittlichen Werte der Rezeptordichte der B- und T-Zellen.
Die Rezeptordichte der B-Zellen zeigt im weiteren zeitlichen Ablauf eine Zunahme.
Insbesondere im Vergleich der dritten zur vierten Blutprobe nahm die Rezeptordichte zu (p=
0,04).

Die durchschnittliche Rezeptordichte der T-Zellen zeigte unmittelbar postoperativ einen
deutlichen Rickgang (p= 0,04). Im weiteren zeitlichen Ablauf nahm die Rezeptordichte
zunachst zu. Nach ca. einem Jahr postoperativ war die Rezeptordichte im Vergleich zur
vorherigen Messung rucklaufig.

Zellmarker 1. Blutprobe | 2. Blutprobe | 3. Blutprobe | 4. Blutprobe | Signifikanz
(Zellzahl x 10%ul) | (Zellzahl x 10%l) | (Zellzahl x 10%ul) | (Zellzahl x 10%/ul)
CD3-/CD19+ | 585,19 639,81 643,6 974,05 p(1/2) = 0,19
(150,25+/-) (176,75+/-) (209,67+/-) (183,17+/-) p(2/3) = 0,49
p(3/4) = 0,02
p(1/4) = 2,71
CD3+/CD56- | 3,51 2,87 3,18 2,97 p(1/2) = 0,04
(0,85+/-) (0,88+/-) (0,16+/-) (0,51+/-) p(2/3) = 0,22
p(3/4) = 0,2
p(1/4) = 0,08

Tabelle 58: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Rezeptorexpression der ersten beiden Populationen und entspricht
den B- und T- Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen

der Chondrosarkome

ohne Rezidiv.
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Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Natdrlichen

Killerzellen bei Chondrosarkomen ohne Rezidiv

Rezeptordichte der

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die zeitliche Entwicklung der einzelnen NK-
Zellmarker.

Die CD3-/CD56+ Zellen zeigten unmittelbar nach der Resektion des Tumors eine signifikante
Abnahme ihrer durchschnittlichen Rezeptorexpression (p= 0,05).

In der dritten Messung, ca. sechs Monate postoperativ zeigte sich eine deutliche Zunahme
der durchschnittlichen Rezeptorexpression (p= 0,03).

Die letzte Messung zeigte tendenziell einen minimalen Rickgang der durchschnittlichen
Rezeptorexpression.

Die Ubrigen NK-Zellen zeigten keine signifikanten Unterschiede im zeitlichen Ablauf.
Tendenziell kam es bei den CD3-/NKp30+ und den CD3-/NKp46+ Zellen postoperativ zu
einer Zunahme der durchschnittlichen Rezeptorexpression.

Zellmarker 1. Blutprobe | 2. Blutprobe | 3. Blutprobe | 4. Blutprobe | Signifikanz
(Zellzahl x 10%ul) | (Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 10%/ul)
CD3-/CD56+ | 56,91 43,91 61,17 59,81 p(1/2) = 0,05
(19,92+/-) (15,64+/-) (12,07+/-) (14,36+/-) p(2/3) = 0,03
p(3/4) = 0,44
p(1/4) = 0,37
CD3- 69,48 71,39 65,88 68,03 p(1/2) = 0,46
INKG2D+ (48,09+/-) (29,59+/-) (15,39+/-) (9,19+/-) p(2/3) = 0,36
p(3/4) =0,4
p(1/4) = 0,48
CD3-/NKp30+ | 50,52 57,72 61,47 61,5 p(1/2) = 0,23
(19,04+/-) (29,38+/-) (16,32+/-) (25,61+/-) p(2/3) = 0,4
p(3/4) = 0,5
p(1/4) = 0,14
CD3-/NKp46+ | 118,17 141,28 134,84 156,86 p(1/2) = 0,17
(44,23+/-) (82,88+/-) (27,24+/-) (79,48+/-) p(2/3) = 0,44
p(3/4) = 0,28
p(1/4) = 0,07

Tabelle 59: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fiir die Rezeptorexpression der einzelnen Populationen der NK- Zellen im
zeitlichen Verlauf von der ersten préoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen bei Chondrosarkomen
ohne Rezidiv.

3.5.14 Chondrosarkom mit Rezidiv (G1)

Von den 17 Patienten mit einem Chondrosarkome zeigte sich nach ca. einem Jahr bei einem
Patienten ein Rezidiv. Dieser Patient hatte ein hochdifferenziertes Chondrosarkom G1 des
Beckens. Hier wurde zwischen der dritten und vierten Blutprobe mit einer
Schwerionenbestrahlung begonnen. Bei der Auswertung der vierten Blutprobe ist diese
Behandlung zu berucksichtigen.
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3.5.15 Zeitlicher Verlauf der prozentualen Zellzusammensetzung beim Chondrosarkom
mit Rezidiv fur B-, T- und NK-Zellen (Abb.37, Abb.38, Tab.60, Tab.61, Tab.62, Tab.63)

Tendenziell nahm die B-Zellzahl im weiteren postoperativen Ablauf ab.

Die T-Zellzahl nahm tendenziell postoperativ zunachst zu und war dann in der letzten
Messung riicklaufig.

Die Zellzahl der untersuchten NK-Zellmarker nahm tendenziell im weiteren zeitlichen Ablauf
stetig zu.

Chondrosarkom: Rezdiv (G1)
Lyse wash EDTA- Blut- alle Zellen
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Abbildung 37: Prozentualer Anteil der Lymphozyten aus dem peripheren Blut beim Patienten mit einem Rezidiv eines
Chondrosarkoms. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fiir die Zellzahl der gemessenen Zellen in der
Durchflusszytometrie fur die Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen
im zeitlichen Verlauf. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die B-Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T-
Zellzahl (CD3+/CD56-) beim Chondrosarkom mit Rezidiv (G1)

Die folgende Tabelle zeigt die durchschnittlichen Werte der Zellzahl der B- und T-Zellen.

Die Zellzahl der B-Zellen war im weiteren zeitlichen Ablauf riicklaufig.

Die T- Zellzahl nahm tendenziell unmittelbar nach Resektion des Tumors zu und im weiteren
zeitlichen Ablauf ab.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe 4. Blutprobe
(Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 10%/ul)

CD3-/CD19+ 17,56 (0,00+/-) | 13,71 (0,00+/-) | 13,98 (0,00+/-) | 8,9 (0,00+/-)

CD3+/CD56- | 59,51 (1,13+/-) | 63,37 (0,9+/-) | 61,2 (1,74+/-) | 46,64 (15,24+/-)

Tabelle 60: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fir die Zellzahl der ersten beiden Populationen und entspricht den B- und
T-Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten préoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen des
Chondrosarkoms mit Rezidiv.
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Zeitlicher Verlauf der
Chondrosarkom mit Rezidiv (G1)

Durchschnittswerte der

Natdrlichen Killerzellzahlen beim

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die zeitliche Entwicklung der einzelnen NK-

Zellmarker.

Die Zellzahl alle hier gemessenen NK-Zellmarker nahmen tendenziell postoperativ stetig zu.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe 4. Blutprobe
(Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 10%/ul)
CD3-/CD56+ 10,62 (0,82+/-) | 13,66 (1,51+/-) | 17,44 (2,55+/-) | 25,61 (8,33+/-)

CD3-/NKG2D+

10,56 (0,7+1-)

15,61 (0,40+/-)

20,48 (0,52+/-)

27,84 (0,75+/-)

CD3-/NKp30+

8,82 (0,45+/-)

12,17 (0,95+/-)

17,96 (0,26+/-)

19,84 (1,39+/-)

CD3-/NKp46+

9,7 (0,4+/-)

13,85 (0,25+/-)

18,97 (0,06+/-)

26,8(3,45+/-)

Tabelle 61: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fiir die Zellzahl der einzelnen Populationen der NK- Zellen im zeitlichen
Verlauf von der ersten praoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen beim Chondrosarkom mit Rezidiv.

3.5.16 Zeitlicher Verlauf der Rezeptorexpression beim Chondrosarkom mit Rezidiv fur
B-, T- und NK-Zellen

Die Rezeptordichte der B- und T-Zellen nahm unmittelbar postoperativ zu.

Die Rezeptorexpression der B-Zellen zeigte nach dem ersten Anstieg, in der dritten Messung
einen Ruckgang. In der vierten Messung zeigte sich eine &hnlich hohe Rezeptorexpression
wie in der zweiten Messung.

Die Rezeptorexpression der T-Zellen zeigte, ebenfalls wie bei den B-Zellen nach einem
ersten Anstieg im weiteren zeitlichen Ablauf einen Rickgang.

Auch bei den NK-Zellen zeigte sich unmittelbar nach der Resektion des Tumors zunachst ein
Anstieg der Rezeptorexpression.

Im weiteren zeitlichen Ablauf war die Rezeptorexpression bei den gemessenen NK-
Zellmarkern CD3-/NKG2D+ und CD3-/NKp30+ dann aber wieder ricklaufig.
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Abbildung 38: Mittlere Rezeptordichte (mean fluorescence intensity, mfi) der Lymphozyten aus dem peripheren Blut beim
Patienten mit einem Rezidiv eines Chondrosarkoms. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fir die
Rezeptorexpression der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fiir die Blutproben. Die Balken zeigen die Mittelwerte
der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen im zeitlichen Verlauf. Die Fehlerbalken entsprechen den
Standardabweichungen.

Prozentuale Rezeptorexpression im zeitlichen Ablauf beim Chondrosarkom mit

Rezidiv (G1)

Die B- und T-Zellen zeigten unmittelbar postoperativ einen Anstieg ihrer Rezeptorexpression.
Im weiteren zeitlichen Ablauf nahm die Rezeptorexpression tendenziell wieder ab.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe 4. Blutprobe
(Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 10%/ul)

CD3-/CD19+ 580,68 (0,00+/-) | 754,38 (0,00+/-) | 469,1 (0,00+/-) 731,83 (0,00+/-)

CD3+/CD56- 2,39 (0,13+/-) 3,18 (1,16+/-) 2,62 (0,18+/-) 2,67 (0,42+/-)

Tabelle 62: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Rezeptordichte der ersten beiden Populationen und entspricht den
B- und T-Zellen im zeitlichen Verlauf von der ersten préoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen beim
Chondrosarkom mit Rezidiv.

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Natdrlichen

Killerzellen beim Chondrosarkom mit Rezidiv (G1)

Rezeptordichte der

Auch bei den NK-Zellmarkern zeigte sich unmittelbar postoperativ, wie schon bei den B- und
T-Zellen, zunachst eine Zunahme ihrer Rezeptorexpression.

Zellmarker 1. Blutprobe 2. Blutprobe 3. Blutprobe 4. Blutprobe
(Zellzahl x 103/ul) | (Zellzahl x 10%/ul) | (Zellzahl x 103/ul) | (Zellzahl x 10%/pl)
CD3-/CD56+ 55,12 (23,12+/-) | 84,34 (40,77+/-) | 47,54 (22,63+/-) | 52,15 (10,17+/-)

CD3-/NKG2D+

36,61 (0,62+/-)

83,71 (0,81+/-)

62,19 (4,2+/-)

52,76 (0,64+/-)

CD3-/NKp30+

35,515 (1,63+/-)

53,33 (1,25+/-)

45,74 (1,24+]-)

36,89 (0,02+/-)

CD3-/NKp46+ 97,96 (6,24+/-) | 131,22 (2,05+/-) | 95,21 (2,69+/-) | 111,85 (0,36+/-)

Tabelle 63: Die Tabelle zeigt die Durchschnittswerte fur die Rezeptordichte dereinzelnen Populationen der NK-Zellen im
zeitlichen Verlauf von der ersten préoperativen Blutentnahme bis zu den postoperativen Blutabnahmen des Chondrosarkoms
ohne Rezidiv.

3.6 Enchondrome

Bei neun Patienten mit einem Enchondrom wurde vor der Resektion Blut in EDTA-R6hrchen
abgenommen. Die erste Blutabnahme erfolgte kurz vor der eigentlichen Resektion, meist im
Operationssaal. Auf weitere Blutabnahmen wurde verzichtet.

Patientenanzahl

Bei neun Patienten mit einem Enchondrom erfolgte eine Blutabnahme unmittelbar vor der
Operation. Die Blutprobe wurde, wie schon bei den anderen Entitaten in ein EDTA- und ein
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Serum- Rohrchen entnommen. Auf eine zweite oder dritte Blutabnahme wie bei den
Sarkomen wurde hier verzichtet. Die Werte dieses Blutes dienen als Vergleichswert fur die
Werte aus den Blutabnahmen der Chondrosarkom-Patienten.

Alter der Patienten

Die jungste Patientin dieser Studie war 12 Jahre alt und der alteste Patient war 66 Jahre alt.
Gemittelt hatte diese Patientengruppe ein durchschnittliches Alter von 45 Jahre. Prinzipiell
konnen alle Altersgruppen betroffen sein.

Geschlechterverteilung

Es fand sich bei sechs Patientinnen und bei drei Patienten ein Enchondrom. Das Verhéltnis
von Mannern zu Frauen deckt sich hier nicht mit den Angaben in der Literatur. Mit 54% sind
Manner haufiger als Frauen betroffen (Buckup, K. 2001).

3.6.1 Prozentualen Zellzusammensetzung bei Enchondromen fir B-, T- und NK-Zellen
(Abb.39, Abb.40)

Die folgende Grafik zeigt die gemessene Zellzahl der Lymphozyten bei Patienten mit einem
Enchondrom.

Die B- Zellzahl ahnelt der der Chondrosarkome zum praoperativen Zeitpunkt. Ebenso die
Zellzahlen der gemessenen NK-Zellmarker.
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Abbildung 39: Prozentualer Anteil der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei Patienten mit Enchondromen. Die Grafik zeigt
die Mittelwerte mit Standardabweichungen fur die Zellzahl der gemessenen Zellen in der Durchflusszytometrie fur die
préoperative Blutprobe. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Zellen. Die
Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen.
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Prozentuale Zellzusammensetzung beim Enchondrom fir B-, T- und NK-Zellen

Die B- Zellzahl der Patienten mit einem Enchondrom ist mit 10,93 (3,31+/-) geringer als die
der Patienten mit einem Chondrosarkom.

Die T- Zellzahl der Patienten mit einem Enchondrom ist mit 64,23 (9,3 +/-) minimal héher als
die T- Zellzahl der Patienten mit einem Chondrosarkom.

Die Zellzahl der gemessenen NK- Zellen bei Patienten mit einem Enchondrom ahnelt der
Zellzahl der Patienten mit einem Chondrosarkom zum préaoperativen Zeitpunkt. Die CD3-
/CD56+ Zellen zeigten eine durchschnittliche Zellzahl von 12,97 (9,86+/-). Die CD3-
INKG2D+ Zellen hatten eine 13,87 (9,75+/-). Die Zellzahl der CD3-/NKp30+ Zellen betrug
10,52 (6,47+/-). Die CD3-/NKp46+ Zellen ergaben 12,10 (8,94+/-).

3.6.2 Beschreibung der Rezeptorexpression bei Enchondromen fir B-, T- und NK-
Zellen

Die durchschnittliche Rezeptorexpression der B- und T- Zellen zeigte &hnliche Werte wie die
der Chondrosarkome in der praoperativen Messung.

Die durchschnittliche Rezeptorexpression der NK-Zellen zeigte verglichen mit der
préaoperativ gemessenen Rezeptorexpression der Chondrosarkome ahnlich Werte.

Die durchschnittliche Rezeptorexpression der B-Zellen lag bei den Enchondromen bei
600,26.

Die T-Zellen zeigten unter dem Enchondrom eine durchschnittliche Rezeptorexpression von
2,78.

Die CD3-/CD56+ Zellen hatten eine durchschnittliche Rezeptorexpression von 55,94 (26,32
+/-). Die CD3-/NKG2D+ Zellen wiesen eine Rezeptorexpression von 65,5 (12,09+/- ) auf und
die CD3-/NKp30+ Zellen von 50,6 (25,04+/-). Die Rezeptorexpression der CD3-/NKp46+
Zellen betrug 108,15 (52,37+/-).
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Abbildung 40: Mittlere Rezeptordichte (mean fluorescence intensity, mfi) der Lymphozyten aus dem peripheren Blut bei
Patienten mit Enchondromen. Die Grafik zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen fiir die Zellzahl der gemessenen
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Zellen in der Durchflusszytometrie fir die Blutprobe. Die Balken zeigen die Mittelwerte der mittels Durchflusszytometrie
gemessenen Zellen. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen.

4 Diskussion

Die Immunphanotypisierung eréffnet viele Mdglichkeiten, das Immunsystem zu verstehen.
Bei der vorliegenden Arbeit lag das Interesse besonders auf der Analyse bestimmter Zellen
des Immunsystems und ihrem Verhalten gegeniiber mesenchymalen Neubildungen,
darunter vor allem der NK-Zellen als Vertreter des angeborenen Immunsystems. Gerade sie
beginnen mit einer Immunantwort noch vor den B- und T-Zellen und nehmen eine wichtige
Stellung in der Bekdmpfung von virusinfizierten oder Tumor-Zellen ein. Sie stellen eine
Unterform der Lymphozyten dar und interagieren auch mit dendritischen- und T-Zellen. Sie
schaffen so eine Verbindung zum adaptiven Immunsystem. NK- Zellen kénnen selbst
Zytokine produzieren, beispielsweise IL-1 und IL-10 und verstarken so die Abwehr gegen
Infektionen.

Die Rezeptoren der NK-Zellen kénnen inhibierend oder aktivierend wirken und wurden
einleitend im Einzelnen besprochen. Bei gesunden Erwachsenen machen T-
Lymphozyten etwa 70%, B- Lymphozyten und NK- Zellen jeweils 15% aus. Von den NK-
Zellen befinden sich ca. 2% im peripheren Blut (Grafe et al., 2011).

Die B-Zellen und T-Zellen wurden ebenfalls phénotypisch bei Patienten mit Sarkomen nadher
untersucht.

Unter Zuhilfenahme der Immunphanotypisierung wurden die Blutproben auf das Vorkommen
unterschiedlicher Lymphozyten und die Expression bestimmter Oberflichenmarker
untersucht. Es wurde versucht, so deren Rolle bei Patienten mit Sarkomen und benignen
Tumoren besser zu verstehen.

Allgemeine Mechanismen des Immunsystems zur Tumorabwehr

Bei einigen Tumoren sind bestimmte Interaktionen zwischen den Immunzellen und der zu
infiltrienden Tumorzelle bekannt. Bisher fehlt es aber an Erkenntnissen Uber diese
Zusammenhange bei Osteo-, Lipo- und Chondrosarkomen. Denkbar sind unterschiedliche
Interaktionen je nach Tumorentitat und Grading des Sarkoms.

Insgesamt aufféllig zeigten sich allgemein erniedrigte Lymphozytenzahlen im Verlauf der
Erkrankung beim Osteosarkom.

Die niedrigen Zellzahlen bei Osteosarkomen kénnten nicht nur auf eine Interaktion der
Lymphozyten mit der Tumorzelle, sondern auch auf die Chemotherapie zurlickzuflihren sein.
Bekannt ist, dass es unter Chemotherapie oder unter einer Radiatio zu einer Leukopenie
kommen kann (van der Bruggen et al,. 1991), beispielsweise bei Osteosarkomen im Rahmen
der (neo)adjuvanten Chemotherapie (Montovani et al., 2008). Auch der Tumor selbst kann
eine Leukopenie induzieren.

In den untersuchten Blutproben zeigten sich bei den malignen wie auch bei den benignen
Tumoren &hnliche Zellzahlen fur die einzelnen Lymphozyten-Subsets. Das steht in
Diskrepanz zur theoretischen Erwartung einer hdheren Zellzahl bei benignen Tumoren.

Es zeigte sich jedoch auch, dass die NK-Zellen der Osteosarkome im Vergleich zu denen der
Osteochondrome eine etwas hohere Aktivitat zeigten. Scheinbar gibt es Mechanismen, die
versuchen dem malignen Geschehen entgegen zu wirken. Unter Tumorimunogenitét versteht
man die Fahigkeit eines Tumors eine Immunreaktion auszulésen. Einige Tumore produzieren
Chemokine, die Immunzellen anlocken.

Histologisch konnte bereits an humanen Tumorproben gezeigt werden, dass Tumore in der
Regel von Immunzellen infiltriert sind. In diesen Infiltraten zeigten sich auch CD8+-Zeller @fe-



TCR besitzen, welche wiederum Tumorantigene erkennen kénnen (Zippelius et al, 2004;
Imai et al, 2009).

Tumore exprimieren Zielstrukturen, die vom Immunsystem erkannt werden (Wahl et al.,
2007). Wenn Immunzellen Tumore infiltieren, kann es andererseits jedoch auch zum
Tumorwachstum fihren. Zellen des Immunstystems, auch unter Beteiligung der
entstehenden Tumorzellen selbst, kdnnen zur Produktion von Wachstumsfaktoren und einer
Umstrukturierung der extrazellularen Matrix angeregt werden. So kann die Invasion der
Tumorzellen und die Versorgung des Tumors mit BlutgefalRen (Angiogenese) geférdert
werden. Mit einer Zunahme der Tumorgrof3e und —heterogenitat sowie der Entstehung
immunogener Subklone, kommt es zu einem vermehrtem Angriff der Lymphozyten auf die
Tumorzellen. Ein erhdhter Selektionsdruck, in Kombination mit einer hohen Proliferationsrate
und einer damit verbundenen genetischen Instabilitdt der Tumorzellen, bewirkt letztlich eine
Selektion von Zellklonen, die nur noch eingeschrankt immunogen sind und vom
Immunsystem nicht mehr erkannt werden. Als ,cancer immunoediting® wird die Entwicklung
von zunachst immunogener und heterogener Tumorzellpopulationen zu einer Population hin,
die fiir das Immunstystem ,unsichtbar ist, bezeichnet (Terman et al., 2011; Doubrovina et
al., 2003; Peter 2000; Schantz et al., 1991; Young et al., 1996; Blattman et al., 2004).
Maligne Tumore bzw. auch das Tumormilieu fithren offensichtlich zu einer Suppression des
Immunsystems. Diese These wird von Informationen gestitzt, die aus Tumormodellen von
Mausen stammen.

Mittlerweile weif3 man auch, dass die Gro3e des Tumors eine entscheidende Rolle fiir die
Suppression des Immunsystems ausuibt (Garrido et al., 1993; Melero et al., 1997; Seliger et
al., 2002; Murgia et al. 2006; EImslie et al., 1997).

Ein Mechanismus von Tumorzellen sich der Immunantwort zu entziehen ist beispielsweise
durch die Herunterregulation von MHC und das Sezernieren von inhibitorischen Zytokinen,
beispielsweise TGF-B (Evans et al., 1977; 8th International Workshop and Conference on
Human Leukocyte Differentiation Antigenes [HLDAS]).

Im Rahmen der Tumorprogression werden Tumorantigene herunterreguliert oder unterliegen
verschiedenen Mutationen.

Beispielsweise kann durch die Anlagerung von Salicylsdure an die Oberflache der
Tumorzelle ein tumor-escape erfolgen, d.h. die Tumorzelle entzieht sich so einer
Immunantwort. Gleiches wurde auch schon im Rahmen von Infektionen beschrieben (Sack
et al., 2000). Mittlerweile sind einige Mechanismen des tumor-escape bekannt und es
werden immer weitere entdeckt.

Betrachtet man hierzu die Lymphozyten im peripheren Blut und nicht in infiltrierten Tumoren
fallt auf, dass die im peripheren Blut vorhandenen Lymphozyten nur 2% des gesamten
Lymphozytenpools des menschlichen Kérpers darstellen (10x 10° Zellen). Taglich passieren
aber 500x 10° Lymphozyten den Blutkreislauf. Auch physiologische Faktoren nehmen
Einfluss auf die Verteilung von Lymphozyten, z.B. Alter, Medikamente, Stress oder
korperliche Anstrengung.

Eine Vermehrung der B-Zellen findet sich haufig bei B-Zelllymphomen, Stress, Rauchen und
bei Autoimmunerkrankungen. Eine verminderte B-Zellzahl findet sich beispielsweise bei
Immundefekten, alkoholischer Leberzirrhose oder nach einer Immunglobulin-Therapie.

Zu einer Vermehrung von T-Zellen kann es bei akuten oder chronischen Infektionen,
Leistungssport und Rauchen kommen. Eine Verminderung findet sich bei Immunsupression
und unter Cortisontherapie, bei Leberkarzinomen, Tumoren und Bestrahlung.

NK- Zellen zeigen eine Vermehrung bei aktiver Sarkoidose, intensivem Training, Stress und
Tumorerkrankungen. Eine verminderte NK-Zellzahl findet sich bei Infektionen,
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Immunsupression und unter Steroidtherapie. Insgesamt ist sehr wenig Uber das Verhalten
der Lymphozyten bei Patienten mit Sarkomen bekannt.

So finden sich in der Literatur nur sparliche Angaben Uber die Zellzahl und die Aktivitat der
Lymphozyten bei Sarkomen. Bekannt ist, daf? die Zellzahlen bei den benignen Tumoren
ahnliche Werte wie bei Gesunden (15- 50%) zeigen (Pechhold et al,. 1994).

Naturliche-Killerzellrezeptoren und deren Zytoxitét

Wie eingangs schon beschrieben, kdnnen NK-Zellen tber aktivierend wirkende Rezeptoren
verschiedene Liganden auf infizierten Kérperzellen erkennen und entsprechend eliminieren.
Als Teil des angeborenen Immunsystems zeichnen sie sich durch eine schnelle Reaktion
aus. NK-Zellen sind v.a. fur die Eliminierung von korpereigenen Zellen zustandig und
brauchen fir ihre Aktivierung keine fremden oder neu exprimierten Proteine (Antigene).
Tumorzellen kénnen Eigenschaften ausweisen, die es anderen Zellen unmdglich machen,
diese Zellen als entartet zu erkennen. In der Regel befinden sich NK-Zellen in einem
Ruhezustand (inhibiertem Zustand) um keine gesunden Korperzellen anzugreifen. Wie
schon erwéhnt besitzen gesunde Korperzellen ein normales Niveau an MHC-Molekilen auf
inrer Zelloberflache. Diese stellen Liganden fir inhibitorische Rezeptoren der NK-Zelle dar
und dienen somit einer Herunterregulation der NK-Zellen. Tumorzellen zeigen eine
verminderte Anzahl von MHC-Molekilen auf der Zelloberflachliche und weisen daher zu
wenig Liganden auf, die zu einer Abschaltung der NK-Zelle fiihren, d.h. die Signale zur
Aktivierung der NK-Zelle Uber die aktivierenden Rezeptoren Uberwiegen und es kommt zur
Lyse der Zielzelle. Durch eine Reduktion der MHC-Molekile auf der Tumoroberflache
kénnen die Tumorzellen einer Erkennung durch die B- oder T-Zellen entgehen, nicht jedoch
einer Erkennung durch die NK-Zellen. Dem B-/T-Zell-escape-Mechanismus tritt das
Immunsystem mit den NK-Zellen gegentber. Nicht eindeutig geklart ist derzeit warum NK-
Zellen trotz dieses guten Mechanismus nicht in der Lage sind Tumorzellen zu erkennen und
zu vernichten. Interessant ist neben der Zellzahl der einzelnen NK-Zellen v.a. deren Aktivitat.

Die Dichte der NCR auf der Zelloberflache korreliert mit der Zytotoxizitat in Bezug auf die zu
eleminierende Zelle (Sack et al., 2006).

Bei Patienten mit HIV zeigte De Maria et al. den Zusammenhang der verminderten
Rezeptorexpression von NKp46+ und NKp30+ Zellen mit der verminderten Zytoxizitat der
NK-Zellen (Ziske et al.,, 2001). Eine verminderte Rezeptorexpression von NKp46+ und
NKp30+ konnte man also auch bei den Sarkomen erwarten. Hier spielen neben der
Tumorentitat, dem Grading sicher auch die GroRe und das Wachstum des Sarkoms eine
Rolle. Bei Chondrosarkomen, die im Vergleich zum Osteo- oder Liposarkom sehr langsam
wachsen kénnte man vermuten, dass die Interaktion mit den Lymphozyten zunachst milder
ausfallt und diese Sarkome sehr viel spater und schlechter vom Immunsystem erkannt
werden. Moglicherweise wurde auch die schlechtere Durchblutungssituation und damit die
Zuganglichkeit der Tumorzelle durch die Lymphozyten eine Rolle spielen.

Bei den Osteosarkomen, die eher schnell wachsen, wirde man friher einen Anstieg der
Lymphozytenzellzahl und zumindest anfanglich eine vermehrte NCR-Expression erwarten.
Mit zunehmender GréRer des Sarkoms und einem weiter entwickelten Tumormilieu ware
dann wiederrum von einem Rickgang der NCR- Expression und damit der Zytotoxizitat der
Lymphozyten auszugehen.

Von Angiosarkomen weil? man, dass diese u.a. Wachstumsfaktoren und bestimmte
Rezeptoren, beispielsweise den ,Vascular Endothelial Growth Factor® (VEGF) produzieren.
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Uber diverse Wachstumsfaktoren koénnen Endothelzellproliferation und —wachstum,
Angiogense und GefalBmodellierung erfolgen (Sack et al.,, 2006). Fir die vermehrte
Expression von Wachstumsfaktoren und deren entsprechenden Rezeptoren sind haufig
Ubergeordnete Genmutationen, die einen ,loss of heterocygocity“, ergo einen Verlust des
gesunden Allels und einen Verlust der Heterozygotie bewirken. Aus isolierten Zelllinien von
Angiosarkomen konnte eine Punktmutation am Tumorsuppressorgen p53 gezeigt werden
(Bonaccorsi, et al.,, 2010). Denkbar ist, dass é&hnliche Vorgange auch in den hier
untersuchten Sarkomen vorkommen und es somit zu einer Entziehung des Sarkoms
gegeniber der zellularen Immunantwort kommt.

Angiosarkome konnen Uber die Expression von FAS-L, ein Ligand des FAS- Rezeptors aus
der Tumor- Nekrose Faktor Familie ein ,Immuno-escape” betreiben. FAS-L induziert die
Apoptose von tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs), die fur die Immunantwort auf die
Tumorzellen zustandig sind (Sanches-Correa et al., 2011).

Ein Defekt in der Antigenprasentation entsteht durch Fehler oder eine verminderte
Expression der MHC-Klasse-I-Molekiile, einen Defekt der TAP- Proteine, das Fehlen von
tumorspezifischen Antigenen oder das Fehlen von kostimulierenden Molekilen (Elboim et
al., 2010). Auch konnen Defekte im T-Zell-Repertoire, beispielsweise das Fehlen von T-
Zellen, die spezifisch gegen Tumorantigene reagieren, zum Escape-Phadnomen flihren
(Ragan et al., 1946).

Ferner kann ein Ungleichgewicht zwischen Tumorwachstum und —zerstérung zugunsten der
Tumorzunahme bzw. ein zu rasches Tumorwachstum bestehen, so dass der Tumor erst bei
einer nicht mehr supprimierbaren Grofle vom Immunsystem erkannt wird (,sneaking
through®) (Mocikat et al., 2003). Ein weiterer Mechanismus zum Escape-Phadnomen ist eine
aktive Suppression der Immunantwort durch die Tumorzellen, beispielsweise durch die
Sekretion von TGF-, IL-10, sowie Antikorper- oder Antigenbildung (Multhoff et al., 1995).

Osteosarkome

Beim Osteosarkom kam es nach der Resektion des Tumors zu einem reaktiven Anstieg der
Zellzahl und der Aktivitat der Lymphozyten. Unter der neoadjuvante Chemotherapie, unter
der es haufig zu einer Leukopenie kommt, ist dies durchaus tUberraschend.

Durch den Einsatz von Zytostatika kommt es zur Hemmung oder Blockade der Zellteilung.
Krebszellen teilen sich meist schneller als normale Kérperzellen, daher sind sie besonders
von den Zytostatika betroffen. So kann das Wachstum eines malignen Tumors gebremst
oder in einigen Fallen sogar gestoppt werden. Durch die systemische Wirkung der
Zytostatika werden auch gesunde Zellen in ihrem Wachstum geschadigt. Vor allem die
Zellen des Knochenmarks werden so geschadigt und es kommt u.a. zu einer verminderten
Bildung von Lymphozyten (Clemente et al., 1996).

Slovin et al. beschrieben bereits 1986 die ersten Osteosarkom-spezifischen zytotoxischen
CD8+ T-Zellklone (Slovin et al. 1986). Die Identifizierung von Antigenen fehlt jedoch noch.
Anfang der 90er Jahre tauchten zwei Fallberichte zur Remission von Osteosarkom-
Metastasen auf (Ogihara, et al., 1994; Sabate, et al., 1998). Die Spontanremissionen, wie
auch der Nachweis von tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL) und der selektionsbedingte
Verlust von MHC-Molekillen wurde als Hinweis flr eine prinzipielle Immunogenitat von
Tumoren gewertet. Rivoltini beschrieb bereits 1992 die Prasenz von TIL, v.a. von CD8+ T-
Zellen beim Osteosarkom (Rivoltini et al. 1992). Tsukahara fand 2006 eine signifikant
schlechtere Uberlebensrate bei Osteosarkomen mit fehlender Expression von HLA-Klasse-|
(Tsukahara, et al., 2006). Das Immunsystem (bt bei Osteosarkomen eine Tumor-
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Surveillance-Funktion aus. Leider fehlt es hier noch an der Kenntnis entsprechender
Mechanismen.

Osteosarkome und Osteochondrome

Weiter lasst sich feststellen, dass die Zellzahlen der einzelnen Lymphozyten bei den
Osteochondromen im Vergleich zu den Osteosarkomen leicht erhéht waren. Lediglich die
Zellzahl der T- Zellen war bei den Osteosarkomen ganz geringgradig hoher. In Bezug auf die
Aktivitat der einzelnen Zelle zeigten die Osteochondrome leicht hohere Werte als die
Osteosarkome. Dies kénnte dadurch erklarbar sein, dass das Immunsystem durch das
Sarkom supprimiert wird, durch den benignen Tumor nicht. Lediglich die Rezeptorexpression
der CD3-/ CD56- Zellen war bei den Osteochondromen tendenziell geringer als bei den
Osteosarkomen.

Bei CD3-/ CD56- Zellen handelt es sich um T-NK-Zellen. Sie kdnnen bei Neoplasie wie
beispielsweise der NK-Zell-Leukamie oder bei bestimmten Viruserkrankungen (v.a. HIV und
AIDS) erhoht sein.

Osteosarkome: Grading

Bei den Osteosarkomen G2 zeigten sich im Vergleich zu den Osteosarkomen G3 zum
praoperativen Zeitpunkt fir die CD3-/NKG2D+ und die CD3-/NKp30+ Zellen leicht héhere
Zellzahlen. Die B- Zellzahl und die T-Zellzahl war bei den Osteosarkomen G3 geringflgig
hoher.

Die B-Lymphozyten differenzieren nach Aktivierung durch kérperfremde Antigene zu
Plasmazellen, die spezifische Antikbrper produzieren. Diese Antikdrper fihren
beispielsweise durch Komplementaktivierung zur Lyse der Erregerzelle. Aus den aktivierten
B-Zellen konnen wiederum Gedachtniszellen entstehen, die bei einer wiederholten Infektion
durch einen bekannten Erreger eine sofortige Immunantwort auslésen kdnnen. Scheinbar
kénnen B-Lymphozyten auf Osteosarkome mit einem héheren Grading zumindest noch mit
Proliferation reagieren, wenn auch nicht mit einer vermehrten Aktivitat.

Wie schon erwéhnt, sind T-Lymphozyten fir den zellvermittelten Anteil des adaptiven
Immunsystems zustandig und werden durch APCs akitviert, wodurch es zu einer klonalen
Expansion der T-Zellen kommt. Die T-Lymphozyten sind scheinbar wie die B-Lymphozyten
noch in der Lage mit einem geringem Anstieg ihrer Zellzahl auf ein Osteosarkom G3 zu
reagieren.

Eine geschwéchte Immunitat bei Tumoren wird auch fur Tumor-induzierte Verdnderungen
bei DC’s beschrieben (Gabrilovich, et al., 2004). DC’s entwickeln sich aus lymphoiden- oder
myeloiden Zellreihen. Die myeloiden DC’s sind hauptsachlich fur die Antigenprasentation
gegenuber den T-Lymphozyten verantwortlich. Die lymphoiden DC’s spielen v.a. in der
Toleranzinduktion eine Rolle (Steinman, et al., 1999). Die zunachst unreifen DC’s migrieren
nach Kontakt mit einem Antigen zu den sekundaren lymphatischen Organen, meist in den
nachsten Lymphknoten. Dort findet die Ausreifung und die Rekrutierung von B- und T-
Lymphozyten statt. Die ausgereiften DC’s weisen mehr Peptid-/MHC-Komplexe auf und
koénnen so die T-Lymphozyten effektiv stimulieren und eine antigenspezifische T-Zell-Antwort
vermitteln (Hart, et al., 1997). Bei Patienten mit Brust-, Lungen-, Kopf- und Halstumoren
konnte gezeigt werden, dass eine insgesamt reduzierte Anzahl an DC’s im Tumor bei
gleichzeitiger Akkumulation von unreifen DC’s im peripheren Blut mit dem Stadium und
teilweise auch mit der Dauer der Erkrankung korrelierte. Nach Resektion des Tumors kam es
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zu einem Wiederanstieg der funktionsfahigen DC’s (Almand, et al. 2000). Denkbar ist, dass
bei Osteosarkomen G2 und G3 trotz oder eben gerade wegen der zunehmenden
Dedifferenzierung der einzelnen Zellen beispielsweise die DC’s in der Lage sind, eine noch
effektivere Stimulation der T-Lymphozyten in Bezug auf ihre Zellzahl zu bewirken.

Sharma et al. beschrieb, dass die Herunterregulation von typischen Oberflachenantigenen
der tumorinfiltrierenden DC’s zu einer konsekutiven Schwachung der Antigenprasentation
gegenltber den T-Lymphozyten fihrt. Ferner konnte gezeigt werden, dass vom Tumor
modulierte, defekte DC’s auch die Poliferation der CTL"s supprimieren (Sharma et al., 2003).
Obwohl es zu einer zunehmenden Dedifferenzierung der Zellen kommt, versuchen die B-
und v.a. T-Lymphozyten dem noch entgegen zu wirken.

Die Rezeptordichte fur die NK-Zellmarker zeigte fir die Osteosarkome G2 hdhere Werte.

Im Allgemeinen scheinen die Osteosarkome G2 gegeniber den Osteosarkomen G3 eine
leicht erhthte Zellzahl und Aktivitat zu besitzen. Ein ahnliches Bild zeigte sich auch bei den
Chondrosarkomen.

Das Immunsystem scheint in diesem Stadium auf den Tumor noch besser reagieren zu
konnen. Mit zunehmender Dedifferenzierung der Zellen wird die Immunantwort erschwert.
Bei den Osteosarkomen muss zusatzlich von vornherein berlicksichtigt werden, dass die
Patienten eine neoadjuvante Chemotherapie erhielten und es schwierig ist, therapiebedingte
von tumorbedingten Effekten zu unterscheiden.

Neben dem Differenzierungsgrad spielt auch beim Osteosarkom mutmalilich die Grol3e des
Tumors flr die Immunantwort eine Rolle.

NK-Zellen sind grofRe granulare Lymphozyten, die ihre zytotoxische Wirkung u.a. Uber eine
Lyse der Zielzelle oder durch Zytokine (Tumornekrosefaktor (TNF) -a und -B), unabhangig
von einer Antigenprasentation entfalten koénnen. Wie schon beschrieben kommt es bei
Tumoren zu einer verringerten MHC-Klasse-I-Molekuloberflachenexpression oder zu deren
vollstandigen Suppression (Schmid et al., 1998). NK-Zellen kénnen, im Gegensatz zu T-
Zellen ohne vorherige Sensibilisierung und in Abwesenheit des MHC-I-Komplexes
Tumorzellen zerstéren.

MHC-Molekile werden nach Virusinfektionen oder bei der Tumorentstehung
herunterreguliert, um sie vor einem Angriff durch T-Zellen zu schiitzen. NK-Zellen kommt
hier eine besondere Bedeutung zu.

Bei Patienten mit einem Brochialkarzinom beobachtet man peripher erniedrigte NK-
Zellzahlen im Blut (Weissler et al., 1987).

Denkbar wére es, dass die NK- Zellen im peripheren Blut bei Osteosarkomen G2 den Tumor
aufgrund verschiedener Faktoren, wie beispielsweise eines besseren Differenzierungsgrades
der Zellen erkennen und attackieren kénnen.

B-Zellen gehdren zum humoralem Immunsystem und besitzen auf ihrer Oberflache
membranstandige Immunglobuline (B-Zell-Rezeptoren). Durch den Kontakt zwischen B-Zell-
Rezeptor und passendem Antigen kommt es zur Proliferation und Differenzierung in
antikbrpersezernierende Plasmazellen bzw. in B-Gedéachtniszellen. Meist ist die zusatzliche
Aktivierung von T-Helfer-Zellen fir die Antigenprasentation notwendig.

Im Verlauf der Tumorprogression kdnnte es zu einem Missverhaltnis der Zellpopulationen
und einer schlechteren Prognose kommen.

Osteosarkome: G3

Eine signifikante Zunahme der Rezeptorexpression zeigte sich von der ersten zur zweiten
Blutprobe nur fur den NK- Zellmarker CD3-/CD56+ (p= 0,02).
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Lymphozyten mit diesem Marker gehéren zu den zytotoxischen T-Lymphozyten, die MHCI
unabhangig zytotoxisch wirken. Diese Zellen werden als NK-ahnliche T-Zellen (NK-like-T-
cells) bezeichnet (Ziske et al., 2001; Nakano et al., 2001).

Tumore weisen mit zunehmender Dedifferenzierung und Ausbreitung zunehmend
Mutationen auf, was wiederum zu einer besseren Erkennung durch das Immunsystem fihrt
(Nakano et al., 2001). NK-Zellen scheinen die erste Population zu sein, die einen Tumor
infiltriert (Kurosawa et al., 1993). Sie erkennen v.a. auch transformierte kdrpereigene Zellen
und stellen somit die erste Kontrollinstanz gegen neoplastisches Wachstum kdrpereigener
Zellen dar (Moretta et al.,, 2002). Durch die Erkennung von Zellen mit reduzierter MHC-
Klasse-I-Expression kénnen sie die Aktivierung von DC’s bewirken, die dann zytotoxische T-
Zellen aktivieren (Mocikat et al., 2003). Scheinbar werden genau diese Zellen durch das
high-grade Osteosarkom starker supprimiert. Da diese Zellen schnell auf transformierte
korpereigene Zellen ansprechen ist es denkbar, dass diese Zellen sich nach der Resektion
des Tumors auch schneller wieder erholen kénnen, als beispielsweise die B-Lymphozyten.

Osteosarkom: Rezidivfrei

Wahrscheinlich kam es reaktiv nach der Entfernung des Sarkoms zu einem Anstieg der NK-
Zellzahl und der Aktivitdt der einzelnen Lymphozytensubsets. Mit dem Ausbleiben eines
Rezidivs nahmen die Zellzahlen und die Aktivitat der einzelnen Lymphozyten wieder ab.

Osteosarkom: Rezidiv

Bei einem Patienten zeigte sich im spateren zeitlichen Verlauf ein Rezidiv. Hier konnte nur
eine praoperative und eine postoperative Blutprobe gewonnen werden (lost to follow up).
Tendenziell kam es nach der Resektion des Sarkoms zu einer Zunahme der NK-Zellzahl. Die
B- und T- Zellzahlen nahmen ab.

Die Rezeptorexpression der Lymphozytensubsets nahmen teitweise stark zu. Mit der
Resektion des Sarkoms schien sich das Immunsystem zeitweise zu erholen. Leider fehlt hier
eine weitere Blutprobe, um den weiteren Verlauf der Lymphozytensubsets zu sehen. Mit dem
Wachstum des Rezidivtumors waére langfristig mit einer Abnahme der Zellzahlen und
Rezeptorexpression zu rechnen.
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Liposarkome

Wie die vorliegenden Daten nahelegen, kommt es bei Liposarkomen verstarkt zu einer
Suppression der NKG2D+, NKp30+ und NKp46+ Zellen, wahrend die B- und T-Zellen nicht
in diesem Ausmal3 an der Immunantwort teilnehmen.

Denkbar ist, dass der Tumor zuerst die NK-Zellen supprimiert, da diese auch die ersten
Zellen in der Tumorabwehr darstellen. Im weiteren Verlauf kommt es zu einer
Herunterregulation der MHC-Molekule auf der Oberflache der Tumorzellen um auch den
Abwehrmechanismen der B- und T-Zellen zu entkommen. Mit zunehmender Grb3e des
Tumors andert sich auch das weitere Tumormilieu und die Immunreaktion wird zunehmend
erschwert. Die NK-Zellen scheinen bei den Liposarkomen unterreprasentiert zu sein und
kénnten so nicht in der Lage sein, die Tumorgenese, d.h. das Wachstum und die weitere
Ausdehnung des Tumors, zu unterbinden.

Die Liposarkomen zeigten in Bezug auf die Zellzahl und die Aktivitat der NK-Zellen eine
Suppression. Mdglich, dass es hier durch Chemokine (z.B. TGF-3) oder einen direkten
Zellkontakt zur Suppression der NK-Zellen kommit.

Die Suppression von T-Zellen ist durch einige bekannte Mechanismen erklérbar.
Beispielseise konnen spezifische Effektor T-Zellen (iber zwei Signale aktiviert werden: Uber
die Bindung eines Peptid- MHC Komplexes an den TZR und iber die Bindung von
kostimulatorischen Molekiilen an Liganden auf der T-Zelloberflache.

Ohne kostimulatorische Signale kann eine T- Zelle ein spezifisches Antigen zwar erkennen,
wird aber nicht aktiv. Man spricht von der T-Zell-Anergie. Fur Pankreastumore wurde
nachgewiesen, dass APC in der Tumorumgebung zwar Antigene prasentieren, aber nicht
genug kostimulatorische Molekile und es so zur T- Zell- Anergie kommt.

T-Zellen sind in der Lage Uber die Interaktion von Fas (CD 95) und dessen Liganden
(CD95L) die Apoptose zu regulieren. Tumorzellen sind in der Lage, durch die
Herunterregulation von pro- apoptotischen Molekdlen, v.a. des Fas-Rezeptors CD95 auf der
Zelloberflachliche, die T-Zell-induzierte Apoptose zu verhindern. Es ist denkbar, dass sich
auch Liposarkome eines derartigen Mechanismus bedienen.

Einen Proliferationsvorteil kbnnen Tumore durch die Sekretion von immunsuppressiv
wirksamen Zytokinen erwirken. Die Th1l-Immunantwort kann beispielsweise durch IL-10
unterdruckt werden. Auf3erdem verhindert IL-10 die Aktivierung von Makrophagen und die
Expression kostimulatorischer Molektle auf APC (Moor et al., 1993).

TGF- B fuhrt durch die Unterdrickung der IL-2 Synthese zur Proliferaration von T- Zellen. IL-
10 und TGF-B férdern sogenannte regulatorische T-Zellen (T reg). In Tumoren, Blut und
Lymphknoten konnte T reg nachgewiesen werden. T reg kbnnen Tumorzellen aus dem Blut
rekrutieren und so zur Hemmung von immunologischen Effektorzellen fihren (Faulkner et
al.,, 2000). Hori et al. beschrieb 2003 einen Transkriptionsfaktor (Foxp3) der zu einer
Inhibiltion von T- Zell- stimulierenden Zielgenen fuhrte (Hori, et al., 2003).

Vorstellbar ware, dass es bei Liposarkomen ahnliche Mechanismen gibt.

Einige Tumoren exprimieren NKG2D- Liganden (Hayakawa et al., 2006),die in der Lage sind,
NK- Zellen zu aktivieren und in vivo zu einer Abstof3ung des Tumors fihren kénnen.

Aus Tumor-Mausmodellen ist bekannt, dass diese Zellen eine verminderte NKG2D-
Expression aufweisen. Beim Menschen sind I6sliche NKG2D-Liganden bekannt, die zu einer
Herunterregulation von NKG2D auf NK- Zellen fihren. Hierbei handelt es sich um MIC-A und
MIC-B (MHC-I-related chain) (Diefenbach, et al., 2002).
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Moglich ware, dass auch diese l6slichen Liganden hier eine Rolle spielen kdnnten.

Eine groRe Anzahl von NK- Zellen scheint beim Hepatitis C-Virus zu einem schnelleren
Abklingen der Infektion zu fihren (Orange, et al., 2006) wahrend eine geringe Anzahl an NK-
Zellen beim humanen Immundefizienzvirus mit einem schnelleren Progress der Krankheit
korreliert (Jacobs, et al., 2001; Martin et al., 2002).

Untersuchungen an Patientinnen mit Mammakarzinomen lassen weiters auf einen
Zusammenhang  zwischen  einer  Aktivitatsreduktion von  NK-  Zellen und
Metastasenwachstum schliel3en (Levy et al., 1990; Levy, et al. 1991).

Bei Magenkarzinomen gibt es Hinweise, dass eine hthere Anzahl an intratumoralen NK-
Zellen mit einer besseren Prognose und weniger Lymphknotenmetastasen korreliert
(Hyakudomi et al., 2008).

Auch fur kleinzellige Bronchialkarzinome und das kolorektale Karzinom korreliert die Menge
der NK- Zellen mit der Prognose (Hyakudomi, et al., 2008; Ishigami, et al., 2000; Villegas et
al., 2002; Coca et al. 1997).

Vom klarzelligen Nierenzellkarzinom wei3 man, dass es einen vergleichsweise hohen Anteil
an Tumor- inflitrierenden Lymphozyten hat und gut auf Immuntherapien anspricht. Dies lasst
vermuten, dass das Immunsystem eine Rolle bei der Kontrolle des Tumorwachstums haben
konnte (Rosenberg et al.,, 1996), eine unzureichende NK-Zellfunktion hingegen ist
beispielsweise bei der akuten myeloischen Leukamie (Costello, et al., 2002), bei Kopf-Hals-
Karzinomen und beim Mamma-Karzinom (Bauernhofer et al., 2003) bekannt.

Denkbar ist, dass auch bei Liposarkomen die suggerierte Suppression von NK-Zellen
maldgeblich zur Tumorproliferation beitragen kdnnte.

Liposarkome und Lipome

In der Gesamtbetrachtung scheint das Immunsystem auf Lipome mit keiner verstarkten
Immunantwort zu reagieren. Lipome sind benigne Tumoren. Eine verstarkte Immunantwort
ist daher auch nicht zu erwarten.

Bei Betrachtung der Immunzelleigenschaften fiel auf, dass die untersuchten Zellen der
Patienten mit Lipomen denen bei Liposarkomen in Bezug auf die Zellzahl und
Rezeptordichte sehr ahnelten. Da Lipome gutartige Neubildungen sind, wahrend
Liposarkome maligne Weichteiltumore darstellen, hatte man hier einen deutlicheren
Unterschied in Bezug auf die Stimulation des Immunsystems und ggf. der gemessenen
Marker erwartet.

Tendenziell kam es aber zu einer Supprimierung der Lymphozyten bei Liposarkomen.

In der Literatur finden sich bisher fiir Liposarkome keine Daten, die diese Beobachtung
untermauern oder widerlegen.

Eine Mdglichkeit ware, dass sich durch die Herunterregulation von MHC und das
Sezernieren von inhibitorischen Zytokinen, beispielsweise Transforming Growth Factor 3
(TGF-B ) die Tumorzellen der Immunantwort entziehen (Wahl et al., 2007).

Die NKG2D-Expression von NK-Zellen kann durch TGF-g gehemmt werden. Mdglich ist ein
solcher Mechanismus prinzipiell auch beim Liposarkom.

TGF-B kann zu einer verminderten Expression von NKG2D-Liganden wie beispielsweise
MICA auf Tumorenzellen fuhren. Ein murines Brustkrebsmodell bestéatigte dies (Hausler
2011).

Moglich ware, dass es bei Liposarkomen auch in dieser Hinsicht &hnliche Mechanismen gibt,
die eine Erkennung der Tumorzellen durch NK-Zellen verhindern.
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Liposarkome: Grading

Mit der Verschlechterung des Differenzierungsgrads der Zelle féllt es dem Immunsystem
zunehmend schwerer, gegen den Tumor vorzugehen. Fir Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen des Kopfes und Halses (SCCHN, squamous cell carcinoma of
head and neck) ist beispielsweise eine supprimierte Immunfunktion von NK-Zellen
verbunden mit einer erhéhten Indzidenz fir lokal Rezidive oder Fernmestastasen bekannt
(Young et al., 1996). Bei entsprechenden Biopsien konnte eine signifikante Sekretion von IL-
10 und TGF-B gefunden werden, die zu einer Immunsuppression fuhren. Au3erdem fanden
sich im Serum von Patienten mit SCCHN erhohte Konzentrationen von immunsuppressiv
wirksamen Prostaglandinen (Blattman et al., 2004).

In der Literatur findet sich bisher keine Aussage, ob derartige Mechanismen auch fir
Liposarkome bekannt sind.

Bei den Patienten mit Liposarkomen zeigte sich praoperativ eine tendenziell supprimierte
NK-Zellzahl. Nach Resektion des Tumors nahm auch die Aktivitdt der NK-Zellen tendenziell
zu. Es ist daher denkbar, dass Liposarkome ebenfalls zu einer Suppression der NK-Zellen
fuhren.

Bei den Liposarkomen G1 wirde man aufgrund der noch guten Differenzierung der Zellen
eine héhere Zellzahl und eine héhere Aktivitat der Lymphozyten erwarten.

Bei den schlecht differenzierten Liposarkomen wiurde man hingegen erniedrigte Zellzahlen
und eine verminderte Aktivitat der Lymphozyten erwarten.

Tatséchlich zeigte sich bei den Liposarkomen G1 in der ersten Blutprobe fur die B- wie auch
fur die hier untersuchten NK-Zellzahlen héhere Werte als bei den Liposarkomen G3. Mit
Ausnahme von den T- Zellen; diese waren bei den Liposarkomen G3 (78,18) in der ersten
Messung hoher als bei den Liposarkomen G1 (63,16).

Die Aktivitat der T- Zellen unterschied sich jedoch bei den Liposarkomen G1 im Vergleich zu
den Liposarkomen G3 tendenziell nicht.

Scheinbar versucht das Immunsystem Uber eine vermehrte T-Zellzahl dem dedifferenzierten
Liposarkom (G3) entgegenzuwirken. Zu einer vermehrten Aktivitat konnte es jedoch trotz des
Anstiegs der T-Zellzahl nicht kommen. Die zunehmende Dedifferenzierung der Tumorzelle
scheint einen gewissen Stimulus auf die T-Zellen auszulben, jedoch reicht dieser nicht aus,
um gleichzeitig auch eine héhere Aktivitat zu schaffen.

Wie schon erwahnt, fiuhrt TGF- $ durch die Unterdrickung der IL- 2 Synthese zur
Proliferaration von T- Zellen. IL- 10 und TGF- B férdern sogenannte regulatorische T- Zellen
(T reg). In Tumoren, Blut und Lymphknoten konnte T reg nachgewiesen werden. T reg
kénnen durch Tumorzellen aus dem Blut rekrutiert werden und so zur Hemmung von
immunologischen Effektorzellen fihren (Amo, et al., 2001). Dies kdnnte eine mogliche
Erklarung fur das Verhalten der T-Zellen bei Liposarkomen G3 sein.

Betrachtet man die T-Zellzahl bei den Liposarkomen G3 mit denen der Lipome fallt auf, dass
die Zellzahl bei den Liposarkomen G3 hoher ist als bei den Lipomen. Die Aktivitat der T-
Zellen (3,03) ist im Vergleich zu Lipomen (3,42) jedoch leicht erniedrigt.

Die Zellzahl der NK-Zellen bei Liposarkomen G1 entspricht in etwa der Zellzahl bei den
Lipomen. Hinsichtlich der Aktivitat zeigte sich im Vergleich der Liposarkome G1 zu den
Lipomen eine leichte Suppression bei den Liposarkomen G1.

Vergleicht man die NK-Zellzahlen der Liposarkome G3 mit denen der Lipome féllt auf, dass
diese tendenziell noch supprimierter sind als bei den Liposarkomen G1. Ebenfalls ist die
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Aktivitat der einzelnen NK-Zellen bei den Liposarkomen G3 im Vergleich zu den Lipomen
und den Liposarkomen G1 supprimiert. Die B-Zellzahl wie auch deren Aktivitat ist bei den
Liposarkomen G3 im Vergleich zu den Liposarkomen G1 und den Lipomen erniedrigt.

Dies wiirde man anhand unserer Beobachtungen mit zunehmender Dedifferenzierung und
zunehmendem Tumormilieu auch erwarten.

Chondrosarkome

Es ist davon auszugehen, dass sich das Chondrosarkom einer Immunantwort durch die T-
Zelle weitgehend entzieht.

Wie schon erwdhnt, sind Tumore in der Lage sich durch bestimmte Mechanismen der
Immunantwort zu entziehen. Vor allem Tumore epithelialen Ursprungs exprimieren wenige
oder keine MHC-I-Molekdle. Dies gilt fir Mammakarzinome, Lungenkarzinome und fir einige
Melanome (Ruiter et al., 1991; Ruiz- Cabello, et al., 1991; Garrido, et al., 1991; Melero et al.,
1997; Seliger et al., 2002; Murgia, et al., 2006).

Durch diese Strategie wird die Erkennung von Tumorantigenen durch zytotoxische T-Zellen
verhindert.

CTLs sind in der Lage, nach Aktivierung die Zellen, die das entsprechende Antigen
prasentieren, zu lysieren (Collins et al., 1998). In diesem Fall werden die APCs als Zielzellen
bezeichnet. Hierflr ist die spezifische Interaktion zwischen dem Antigen-MHC-Klasse-I-
Komplex auf der Oberflache der APCs mit den Rezeptoren auf der T-Zell-Oberflache (MHC-
restringierte T-Zell-Antigen-Erkennung) Vorraussetzung. Zwei Wechselwirkungen konnen
hierbei unterschieden werden. Zum einen die antigenspezifische Interaktion zwischen dem
T-Zell-Rezeptor (TCR) und dem MHC-Klasse-I-Molekil, sowie die Interaktion zwischen
MHC-Klasse-I-Molekil und dem CD8-Dimer, das als Korezeptor agiert.

Eine optimale T-Zell-Antwort erfordert eine optimale Signalgebung. D.h. eine maximale
Antigenprasentation durch eine maximale Expression von MHC-I-Molekilen auf den APCs,
einem maximalem Bindungsvermoégen der Antigene an MHC-Klasse-l, eine maximale
Expression von relevanten Zytokinen und eine maximale Kostimulation von akzessorischen
Molekilen (Collins et al., 1998).

Beim Chondrosarkom scheint u.a. dieser Signalweg gestoért zu sein.

In der Veterindrmedizin ist ein Tumorescape- Mechanismus flr ein sogenanntes Sticker-
Sarkom, einen Tumor mesenchymalen Ursprungs bekannt. So findet sich hier eine
verminderte Expression von MHC- Molekulen (Elmslie, et al., 1997). Es ist denkbar, dass ein
derartiger Tumorescape-Mechanismus auch beim Chondrosarkom auftritt.

Erganzend koénnte beim Chondrosarkom immunhistochemisch Lymphozyten auf ihre MHC- I-
Expression Uberprift werden, um so Rickschlisse auf diesen Tumorescape-Mechanismus
ZuU gewinnen.

Chondrosarkome und Enchondrome

Eine verstarkte Immunantwort zeigte sich bei Enchondromen als benignen Tumor
erwartungsgemal nicht. Obwohl im Gegensatz dazu Chondrosarkome zu den malignen
Tumoren zahlen, verhielten sich die Lymphozyten bei beiden Entitaten recht ahnlich.
Chondrosarkome scheinen aber tendenziell zu einer Immunsuppression zu fuhren, allerdings
sind die Unterschiede in der Immunantwort zwischen den benignen und malignen Tumoren
aulerst gering.
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Die Theorie des ,Wegschleichens® (,sneaking through“) besagt, dass sehr kleine
Tumorzellmengen das Immunsytem unterlaufen kénnen. Die Antigenmenge reicht somit fir
die Entwicklung einer effektiven Immunantwort nicht aus (Roitt, 1992).

Chondrosarkome zeichnen sich meist durch ein langsames Wachstum aus, was evtl. auch
Auswirkungen auf die Immunantwort in diesem Sinne haben konnte. Es ist denkbar, dass
Chondrosarkome zunachst durch sehr kleine Tumorzellmengen das Immunsystem
unterwandern kénnen. Mit zunehmendem Wachstum tritt dann der gegenteilige Effekt, das
yoverriding“ auf. Auch hier ist dann eine suffiziente Immunantwort nicht mehr méglich.
Unterlaufen Zellen eines Tumors die Immunabwehr kommt es trotz Immunogenitéat
bestimmter Zellen zu weiterem Tumorwachstum. Die Antigenitat wechselt durch
Antigenmodulation stéandig. Der durch Antikérper gegen Tumorantigene erzeugte
Selektionsdruck fuhrt allméhlich zur Ausbildung immer weniger immunogener Zellklone, so
dass eine spezifische Immunantwort nur sehr insuffizient greift. Denkbar ist auch, dass
Tumorzellen die Suppressorzellreaktion stimulieren kdnnen und damit die spezifische
Immunabwehr weiter schwachen (Klein, 1991).

Chondrosarkome: Grading

Bei den B-Zellen der Chondrosarkome GL1 fiel auf, dass die Zellzahl im Verlauf der ersten zur
vierten Blutprobe ricklaufig war. Die Rezeptorexpression nahm hingegen im zeitlichen
Verlauf im Vergleich der ersten Messung zur vierten Messung signifikant zu. In der ersten
postoperativen Messung zeigte sich fur die T-Zellen ein signifikanter Rickgang der
Rezeptorexpression. Im weiteren Verlauf nahm die Rezeptoraktivitat der gemessenene T-
Zellen zunéchst tendenziell weiter zu und im Verlauf wieder ab. Die CD3-/CD56+ Zellen und
die CD3-/NKp46+ Zellen zeigten im Vergleich der ersten zur vierten Messung eine
signifikante Zunahme ihrer Zellzahl.

Dies laft vermuten, dass es unter einem Chondrosarkom G1 bereits zu einer starken
Immunsuppression kommt. Mit der Resektion des Tumors kommt es allm&hlich wieder zu
einer Hochregulation der Lymphozyten.

Bei einem G1-Grading konnte das Immunsystem aufgrund der doch noch recht gut
differenzierten Zellen noch keine starke Immunreaktion zeigen. Ebenfalls kdnnte das
langsame Wachstum des Chondrosarkoms dazu beitragen, dass das Immunsystem erst zu
einem spateren Zeitpunkt mit einer Immunreaktion antwortet.

Interessant zeigt sich in diesem Zusammenhang, dass die Chondrosarkome G2 die
hochsten Rezeptordichten fir die gemessenen NK-Zellen haben. Die NK-Zellen mit den
Markern NKG2D+, NKp30+ und NKp46+ zeigten bei den Chondrosarkomen G2 die grof3te
gemessene Rezeptordichte auf der Zelloberflache und somit auch die deutlichste Aktivitat.

In diesem Stadium ist das Immunsystem scheinbar in der Lage, den Tumor zu erkennen und
auch noch eine deutliche Immunreaktion in Gang zu setzten.

Die Differenzierung der einzelnen Zelle nimmt ab, aber die Immunantwort ist noch in der
Lage darauf zu reagieren. Denkbar ware es, hier einen Ansatz flrr eine zukiinftige Therapie
(neben der chirurgischen Resektion) zu etablieren.

Die hochsten Zellzahlen von allen Gradings zeigten sich bei den Chondrosarkom G3 fur alle
NK- Zellmarker, wahrend die Rezeptorexpression im Vergleich zu den Chondrosarkomen G1
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und G2 niedriger ist. Die Erhdhung der NK- Zellzahl kdnnte als Versuch des Immunsystems
gewertet werden, auf den Tumor zu reagieren. Trotz einer vermehrten NK-Zellzahl ist das
Immunsystem bei einem Chondrosarkom G3 aber nicht in der Lage dadurch auch eine
hohere Aktivitat der einzelnen NK- Zellen zu erreichen.

Mit Fortschreiten der Dedifferenzierung und mit Zunahme der Tumorgréf3e entzieht sich das
Sarkom dem Immunsystem zunehmend. Auf mdgliche Mechanismen wurde schon an
anderer Stelle eingegangen.

Moglicherweise kann zukinftig zusatzlich zur chirurgischen Therapie eine entsprechende
Immuntherapie auch bei h6heren Gradings erfolgversprechend sein.

Beispielsweise konnten NK- Zellen in vitro mit IL-2 vorbehandelt werden und ahnlich, wie
man es von Therapieansitzen beim kolorektalem Karzinom kennt, eine zuséatzliche
Therapieoption bedeuten.

Chondrosarkome: Rezidivierend vs. rezidivfrei

Von den 17 Patienten mit einem Chondrosarkom trat bei einem klinisch manifest ein Rezidiv
auf.

Retrospektiv zeigte sich bei diesem Patienten von Beginn an eine geringere Zellzahl und
eine geringere Rezeptorexpression der NK- Zellmarker: NKG2D+, NKp30+ und NKp46+.
NKG2D gilt, wie schon erwédhnt als ein aktivierender Rezeptor. Auch NKp46 ist ein
naturlicher Zytotoxizitatsrezeptor.

Mehrere Evasionsmechanismen sind fir den NK-Zell-Rezeptor NKG2D beschrieben.
Transformierte oder virusinfizierte Zellen kdénnen durch den Verlust von HLA-Klassel-
Molekulen zu einer Immunantwort filhren (Raulet et al., 2006). Kommt es jedoch aufgrund
von inhibitorischen NK-Zell-Rezeptoren, die durch viral infizierte Zellen moduliert werden, zu
einer Veranderung der NK-Zellaktivitat bleibt die Lyse durch die NK-Zelle aus.

Je nachdem in welchem Verhaltnis sich die aktivierenden oder inhibierenden Liganden auf
der einzelnen NK-Zelle befinden, kommt es zu deren Aktivierung oder Inhibierung.
Uberwiegen die aktivierenden Liganden kommt es zu einer Aktivierung der NK- Zelle (Raulet
et al., 2006). NKG2D ist ein aktivierender Rezeptor. Im Mausmodell in vivo konnte gezeigt
werden, dass Tumorzellen, die mit Liganden fir NKG2D transfiziert wurden eine antitumorale
Immunreaktion auslésen konnten (Cerwenka, et al., 2001).

Daher passt es bei diesem Patienten gut ins Bild, dass besonders und auffallig die
aktivierenden Rezeptoren von Anfang an supprimiert waren.

Die B- und die T-Zellzahl war von Beginn an bei dem Patienten mit einem spateren Rezidiv
etwas hoher als bei den rezidiv-freien Patienten.

Nach der Resektion des Chondosarkoms nahm die NK-Zellzahl bei dem Patienten mit einem
spateren Rezidiv zunachst nur geringfiigig zu, um im weiteren zeitlichen Verlauf dann
deutlich anzusteigen. Wahrscheinlich ist dies ein Korrelat einer Immunantwort auf die
Resektion des Tumors.

Trotz Zunahme der Zellzahlen und auch trotz einer Zunahme der Rezeptorexpression war
das Immunsystem beim Rezidivfall nicht in der Lage, eine deutlichere Immunantwort
hervorzurufen, so wie es bei den rezidivfreien Patienten der Fall war.

Zusammenfassend laf3t sich sagen, dass die NK-Zellen bei dem Patienten mit Rezidiv von
Beginn an deutlicher supprimiert waren als bei den rezidivfreien Patienten.
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Das Immunsystem versucht durch die Hochregulation der Zellzahl dem Rezidiv entgegen zu
wirken. Letztlich wird die Aktivitat der einzelnen Lymphozyten durch das Sarkom allerdings
supprimiert. In der Literatur finden sich dazu naturgemaf keine ndheren Angaben.
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Funktioneller Ausblick

NK- Zellen gehoren zum unspezifischem Immunabwehrsystem gegen Virusinfektionen und
Tumorzellen (first line of defence) und stellen eine Verbindung zwischen dem erworbenen
und dem angeborenen Immunsystem her (Brostoff, Scadding, 1993). Sie sind in der Lage,
maligne entartete Zellen gezielt zu erkennen und zu lysieren und stellen damit ein
vielversprechendes experimentelles Ziel zur Therapie von Tumorerkrankungen dar.

Gerade bei Osteo-, Chondro- oder Liposarkomen stehen bisher die chirurgische Resektion,
die Chemotherapie und die Strahlentherapie im Vordergrund. Es fehlt aber noch an gezielten
Therapiealternativen, insbesondere im Bereich der Immuntherapie.

Daher wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, Informationen Uber das Verhalten von
bestimmten Lymphozytenpopulationen im peripheren Blut von Tumorpatienten zu gewinnen.
Durch ein besseres Verstandnis der Immunantwort bei 0.g. Sarkomen, insbesondere durch
die genauere Beschreibung des Verhaltens von Lymphozyten in infiltrierenden Tumoren sind
Therapieansétze zu erhoffen.

Es zeigte sich, dass es bei Sarkomen im allgemeinen zu einer verstarkten Suppression v.a.
der aktivierenden NK-Zellen kam. Auch die B- und T-Zellen waren in der Regel bei den
Sarkomen supprimiert.

Die teilweise erhohte Lymphozytenzahl bei den untersuchten Sarkomen garantiert alleine
noch keine effektive Funktion dieser Zellen. Andererseits konnen auch tendenziell erniedrigte
Lymphozytenzahlen durch kérpereigene Aktivierung eine vermehrte Lysefunktion bewirken.
Teilweise zeigten sich gerade bei den hoher gegradeten Sarkomen eine vermehrte Aktivitét
der einzelnen Lymphozyten im peripheren But.

Interessant ist, dass es gerade bei den hdheren Gradings und der damit einhergehende
Dedifferenzierung der einzelnen Tumorzellen, oftmals zu einer vermehrten Aktivitat einzelner
Lymphozyten kam.

Bei den Chondrosarkomen zeigte sich trotz einem Grading von G2 im Vergleich zu den
Chondrosarkomen G1 eine vermehrte Immunantwort. Auch zeigten sich bei den
Osteosarkomen G2 erhohte Zellzahlen und eine erhdhte Aktivitdt der einzelnen NK-Zellen

NK-Zellen sind insbesondere dann sehr effektiv, wenn sie durch verschiedene Botenstoffe
(Zytokine der T-Helferzellen und der Makrophagen) aktiviert sind. Wichtig sind dabei
besonders Interleukin-12 (IL-12), IL-2 und Interferon-gamma. Es gibt unterschiedliche
Strategien, NK-Zellen zu aktivieren. Beispielsweise durch adaptive Zelltherapien, bei denen
Spendern NK-Zellen entnommen und ,ex vivo“ vervielfaltigt werden, bevor sie wieder dem
Spender injiziert werden. Aber auch Therapien mit  Antikdrpern, Zytokinen und
komplementarmedizinische Strategien kénnen in der Lage sein, die natirlichen Killerzellen
Zu aktivieren. Solche Strategien wurden bereits vor 30 Jahren angewandt, sind Teil der
Krebsimmuntherapie und zeigen bei verschiedenen Krebserkrankungen vielversprechende
Ergebnisse (Dahlberg et al., 2015). Auch die Aktivierung von naturlichen Killerzellen durch
den korpereigenen Botenstoff Interleukin-2 kann bei Tumoren gute Erfolge aufzeigen (Atkins
et al.,, 2000). Der ,in vivo“Einsatz ist allerdings durch verschiedene Faktoren limitiert.
Interleukin-2 hat nur eine sehr geringe Halbwertszeit. Diese liegt im Serum bei etwa zehn
Minuten. AufRerdem werden durch Interleukin-2 insbesondere regulatorische T-Zellen
aktiviert, die Immunreaktionen unterdriicken. Hinzu kommt, dass diese Therapie sehr
kostspielig ist.

Brunda und Mitarbeiter konnten bereits 1993 nachweisen, dass das Wachstum von
Sarkomen, Melanomen, Karzinomen und Lymphomen dosisabhangig nach systemischer

-118 -



oder intratumoraler Gabe von IL-12 bei M&ausen in vivo gehemmt werden kann. Es konnte
dartber hinaus gezeigt werden, dass IL-12 nicht nur das Wachstum eines Priméartumors
hemmt, sondern auch einen antimetastatischen Effekt hatte. Die Hemmung des
Tumorwachstums ist wahrscheinlich kein direkter Effekt, da IL-12 keine Hemmung des
Tumorwachstums in vitro bewirkt. IL-12 aktiviert zytotoxische T-Zellen, NK-Zellen und
Makrophagen, die die Effektorzellen fur die Tumorabwehr darstellen. (Brunda et al., 1993).

Ein moglicherweise weiterer interessanter Therapieansatz ware die Inkubation von NK-
Zellen mit dem sog. TKD-Peptid, d.h. einer 14 Aminosduren langen Sequenz der
Substratbinde-Doméane des Hsp70.

Multhoff et al. entdeckten bereits 1995 Hsp70 auf der Membran von humanen Tumorzellen,
im Gegensatz zur rein zytoplasmatischen Lokalisation bei gesunden Zellen (Multhoff et al.,
1995). Es konnte ferner gezeigt werden, dass die Quantitdt des membrangebundenen
Hsp70 positiv mit einer NK-Zell-vermittelten Tumorzelllyse korreliert (Multhoff et al., 1995 ;
Multhoff et al., 2000; Multhoff et al. 1997; Multhoff et al., 2001).

Lehner konnte zeigen, dass 67% Hsp70-positive Gewebeproben beim Chondrosarkom und
bis zu 100% Gewebeproben beim Osteosarkom einen hohen Hsp70-positiven
Membranstatus  aufwiesen. Lehners  durchflusszytometrischen  Messungen  der
Zellsuspensionen ergaben beim Chondrosarkom im Gegensatz zum Liposarkom eine fast
doppelt so hohe Dichte membrangebundener Hsp70- Molekile (Lehnerer, S. 2012).

Bei immundefizienten Mausen konnten injizierte NK-Zellen eine Tumorprogression Hsp70-
positiver  Karzinome verhindern  (Multhoff et al, 2000). Eine gesteigerte
wachstumsinhibierende Wirkung konnte bei in vitro stimulierten NK-Zellen im "ex vivo" und
"in vivo" Modell gezeigt werden (Multhoff et al., 2000).

Ein biologisches Ansprechen zeigte sich in einer Phase-I-Studie bei 10 von 12
Karzinompatienten nach einer ex vivo Stimulation der eigenen, anschlieRend reinfundierten
NK-Zellen mit Hsp70-Peptid TKD und IL-2 (Krause et al., 2004).

Mdoglicherweise kénnen durch solche Erkenntnisse die Immuntherapien maligne
Erkrankungen optimiert werden. Gerade flr Patienten mit prognostisch unglnstigen
Chondrosarkomen und Osteosarkomen konnte dies ein weiterer, maoglicherweise
vielversprechender Therapieansatz sein.
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5 Anhang

5.1 Abkirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

APCs Antigen-prasentierende Zellen

APZ Antigen-préasentierende Zellen

BAT3 HLA-B- assoziertes Transkript

BCR B-Zell- Rezeptor

CD3 cluster of differentiation 3

CD4 cluster of differentiation 4

CD8 cluster of differentiation 8

CD16 cluster of differentiation 16

CD56 cluster of differentiation 56

CD94 cluster of differentiation 94

CT Computertomogramm

CTLs Cytotoxic T Lymphocyte/ zytotoxische T-Lymphozyten
DAP10 DNAX-aktivierendes Protein von 10kD

FACS Fluorescence activated cell sorting (Durchflusszytometrie)
FCS Forward scratter (Vorwartsstreulicht)

GM-CSF Ganulocyte macrophage colony-stimulating- factor
HLA Human Leukocyte Antigen Molekdl

HLA-C Human Leukocyten Antigen Molekil C

Hsp Hitzeschockprotein

Hsp70 Hitzeschockprotein 70

IL-2 Interleukin-2
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IL-10
IL-12
INF-a
IFN-y
ITAM
KIR
MICA
MICB
MIPa
MIPB
MHC
min
Mio.
ml

H9

ul
MRT
NCRs
NK-Zellen
NKG2D
NKp30
NKp46
NKT

PI3K

Interleukin-10

Interleukin-12

Interferon alpha

Interferon-gamma

Immunoreceptor tyrosin-based activating motifs
killer cell immunoglobulin like receptors

major histocompatibility complex class | chain related protein A
major histocompatibility complex class | chain related protein B
macrophage inflammatory protein alpha
macrophage inflammatory protein beta

major histocompatibility complex

Minute(n)

Million(en)

Milliliter

Mikrogramm

Mikroliter

Magnetresonanztomogramm

Natural Cytotoxicity Receptors

Naturliche Killerzellen

natural-killer group 2, member D

Natural killer cell p30-related protein

Natural killer cell p46-related protein

Natdrliche Killer-T- Zellen

Phosphatidylinositol-3 Kinase
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SSC

Syk

Tab.
TGF-B
Thl-Zellen
Th2-Zellen

TKD-Peptid 14

Side scratter (seitwartsstreulicht)
spleen tyrosine kinase

Tabelle

transforming growth factor beta
Untergruppe der T-Helferzellen
Untergruppe der T-Helferzellen

Aminoséauren lange Sequenz der Substratbindedomane des Hsp70

TLR

TNF-a

TZR

ULBP

ZAP70

z.B.

Toll-linke- Rezeptor
Tumornekrosefaktor alpha
T-Zell- Rezeptor

UL-16 binding protein

Zeta-chain- associated protein kinase 70

zum Beispiel

5.2 Abbildungsverzeichnis

Nummer Beschreibung Quelle
Abb.1 Enchondrom, Réntgenbild Fred A. Mettler ,Klinische Radiologie®
Basiswissen fir alle Fachgebiete,
Welsevier, Urban& Fischer 2. Auflage,
2005, 319- 321
Abb.2 Osteosarkom, Réntgenbild Fred A. Mettler ,Klinische Radiologie®
Basiswissen fir alle Fachgebiete,
Welsevier, Urban& Fischer 2. Auflage,
2005, 319- 321
Abb.3 Prozentualer Anteil der Lymphozyten Eigene Zusammenstellung
aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit Osteosarkomen
Abb.4 Prozentualer Anteil der mittleren Eigene Zusammenstellung
Rezeptordichte der Lymphozyten aus
dem peripheren Blut bei Patienten mit
Osteosarkomen
Abb.5 Prozentualer Anteil der Lymphozyten Eigene Zusammenstellung

aus dem peripheren Blut bei Patienten
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mit Osteosarkomen G2

Abb.6

Prozentualer Anteil der mittleren
Rezeptordichte der Lymphozyten aus
dem peripheren Blut bei Patienten mit
Osteosarkomen G2

Eigene Zusammenstellung

Abb.7

Prozentualer Anteil der Lymphozyten
aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit Osteosarkomen G3

Eigene Zusammenstellung

Abb.8

Prozentualer Anteil der mittleren
Rezeptordichte der Lymphozyten aus
dem peripheren Blut bei Patienten mit
Osteosarkomen G3

Eigene Zusammenstellung

Abb.9

Prozentualer Anteil der Lymphozyten
aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit Osteosarkomen ohne Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Abb.10

Prozentualer Anteil der mittleren
Rezeptordichte der Lymphozyten aus
dem peripheren Blut bei Patienten mit
Osteosarkomen ohne Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Abb.11

Prozentualer Anteil der Lymphozyten
aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit Osteosarkomen mit Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Abb.12

Prozentualer Anteil der mittleren
Rezeptordichte der Lymphozyten aus
dem peripheren Blut beim Patienten
mit Osteosarkom Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Abb.13

Prozentualer Anteil der Lymphozyten
aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit Osteochondromen

Eigene Zusammenstellung

Abb.14

Prozentualer Anteil der mittleren
Rezeptordichte der Lymphozyten aus
dem peripheren Blut bei Patienten mit
Osteochondromen

Eigene Zusammenstellung

Abb.15

Prozentualer Anteil der Lymphozyten
aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit Liposarkom

Eigene Zusammenstellung

Abb.16

Prozentualer Anteil der mittleren
Rezeptordichte der Lymphozyten aus
dem peripheren Blut bei Patienten mit
Liposarkom

Eigene Zusammenstellung

Abb.17

Prozentualer Anteil der Lymphozyten
aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit Liposarkomen G1

Eigene Zusammenstellung
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Abb.18

Prozentualer Anteil der mittleren
Rezeptordichte der Lymphozyten aus
dem peripheren Blut bei Patienten mit
Liposakomen G1

Eigene Zusammenstellung

Abb.19

Prozentualer Anteil der Lymphozyten
aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit Liposarkomen G3

Eigene Zusammenstellung

Abb.20

Prozentualer Anteil der mittleren
Rezeptordichte der Lymphozyten aus
dem peripheren Blut bei Patienten mit
Liposarkomen G3

Eigene Zusammenstellung

Abb.21

Prozentualer Anteil der Lymphozyten
aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit Liposarkom Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Abb.22

Prozentualer Anteil der mittleren
Rezeptordichte der Lymphozyten aus
dem peripheren Blut bei Patienten mit
Liposarkom Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Abb.23

Prozentualer Anteil der Lymphozyten
aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit einem Liposarkom ohne Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Abb.24

Prozentualer Anteil der mittleren
Rezeptordichte der Lymphozyten aus
dem peripheren Blut bei Patienten mit
Liposarkom ohne Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Abb.25

Prozentualer Anteil der Lymphozyten
aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit Lipomen

Eigene Zusammenstellung

Abb.26

Prozentualer Anteil der mittleren
Rezeptordichte der Lymphozyten aus
dem peripheren Blut bei Patienten mit
Lipomen

Eigene Zusammenstellung

Abb.27

Prozentualer Anteil der Lymphozyten
aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit Chondrosarkomen

Eigene Zusammenstellung

Abb.28

Prozentualer Anteil der mittleren
Rezeptordichte der Lymphozyten aus
dem peripheren Blut bei Patienten mit
Chondrosakomen

Eigene Zusammenstellung

Abb.29

Prozentualer Anteil der Lymphozyten
aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit Chondrosarkomen G1

Eigene Zusammenstellung

Abb.30

Prozentualer Anteil der mittleren
Rezeptordichte der Lymphozyten aus

Eigene Zusammenstellung
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dem peripheren Blut bei Patienten mit
Chondrosarkomen G1

Abb.31 Prozentualer Anteil der Lymphozyten Eigene Zusammenstellung
aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit Chondrosarkomen G2

Abb.32 Prozentualer Anteil der mittleren Eigene Zusammenstellung
Rezeptordichte der Lymphozyten aus
dem peripheren Blut bei Patienten mit
Chondrosarkomen G2

Abb.33 Prozentualer Anteil der Lymphozyten Eigene Zusammenstellung
aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit Chondrosarkomen G3

Abb.34 Prozentualer Anteil der mittleren Eigene Zusammenstellung
Rezeptordichte der Lymphozyten aus
dem peripheren Blut bei Patienten mit
Chondrosarkomen G3

Abb.35 Prozentualer Anteil der Lymphozyten Eigene Zusammenstellung
aus dem peripheren Blut beim
Patienten mit Chondrosarkom ohne
Rezidiv

Abb.36 Prozentualer Anteil der mittleren Eigene Zusammenstellung
Rezeptordichte der Lymphozyten aus
dem peripheren Blut bei Patienten mit
Chondrosarkom ohne Rezidiv

Abb.37 Prozentualer Anteil der Lymphozyten Eigene Zusammenstellung
aus dem peripheren Blut beim
Patienten mit einem Rezidiv eines
Chondrosarkoms

Abb.38 Prozentualer Anteil der mittleren Eigene Zusammenstellung
Rezeptordichte der Lymphozyten aus
dem peripheren Blut beim Patienten
mit einem Rezidiv eines
Chondrosarkoms

Abb.39 Prozentualer Anteil der Lymphozyten Eigene Zusammenstellung
aus dem peripheren Blut bei Patienten
mit Enchondromen

Abb.40 Prozentualer Anteil der mittleren Eigene Zusammenstellung

Rezeptordichte der Lymphozyten aus
dem peripheren Blut bei Patienten mit
Enchondromen
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5.3 Tabellenverzeichnis

Beschreibung

Quelle

Tab.1 Ubersicht tiber die TNM- Klassifikation maligner UICC “TNM, Klassifikation
Tumore (UICC), am Beispiel des Osteosarkoms maligner Tumoren” Wittekind,
C., Meyer, H.J. (Hrsg.), Wiley-
Blackwell, 7. Auflage, 141- 46
Tab.2 Ubersicht tiber das Grading Witteking, Ch., Wagner, G.
TNM- Klassifikation maligner
Tumoren. Springer,
Heidelberg,1997, 5. Auflage,
97- 107
Tab.3 Ubersicht (iber die Resektionsrander Page, D. L., Fleming, I. D.,
Fritz, A., Balch, C. M., Haller,
D.G. (Hrsg.) AJCC Cancer
Staging Handbook from the
AJCC Cancer Staging Manual.
Seventh Edition. Springer
Verlag, New York, 2010
Tab.4 Die Tabelle zeigt das Staging-System flr Fletcher, C.D.M., Unni, K.K.,
Weichteilsarkome nach AJCC / UICC Mertens, H. (Hrsg) “WHO
classification of soft tissue
Pathology & Genetics: Tumors
of Soft Tissue and Bone” IARC
Press, Lyon, 2002, 9-224
Tab.5 Die Tabelle zeigt die Stadiengruppierung der malignen | Sobin, L. H.; Wittekind, C.
Knochentumoren nach UICC “UICC TNM classification of
malignant tumors”, Wiley- Liss,
New York, 2002, 6. Auflage
Tab.6 Die einzelnen Lymphozyten in der Ubersicht Eigene Zusammenstellung
Tab.7 Die untersuchten Tumore in der Ubersicht Eigene Zusammenstellung
Tab.8 Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die B- Eigene Zusammenstellung
Zellzahl (CD3-/ CD19+) und die T- Zellzahl
(CD3+/CD56-) beim Osteosarkom.
Tab.9 Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Eigene Zusammenstellung
Natlrlichen Killerzellzahlen beim Osteosarkom
Tab.10 Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die Eigene Zusammenstellung
Rezeptordichte der B- Zellen (CD3-/ CD19+) und die
Rezeptordichte der T-Zellen (CD3+/CD56-) beim
Osteosarkom
Tab.11 Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die Eigene Zusammenstellung

Rezeptordichte der einzelnen NK- Zellen beim
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Osteosarkom

Tab.12

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte flur die B-
Zellzahl (CD3-/ CD19+) und die T- Zellzahl
(CD3+/CD56-) bei Osteosarkomen G2

Eigene Zusammenstellung

Tab.13

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der
Naturlichen- Killerzellzahl bei Osteosarkomen G2

Eigene Zusammenstellung

Tab.14

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fiir die
Rezeptordichte der B-Zellen (CD3-/ CD19+) und die
Rezeptordichte der T-Zellen (CD3+/CD56-) bei
Osteosarkomen G2

Eigene Zusammenstellung

Tab.15

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die
Rezeptordichte der einzelnen NK- Zellen bei
Osteosarkomen G2

Eigene Zusammenstellung

Tab.16

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte flr die B-
Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T- Zellzahl
(CD3+/CD56-) bei Osteosarkomen G3

Eigene Zusammenstellung

Tab.17

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der
Natirlichen Killerzellzahlen bei Osteosarkomen G3

Eigene Zusammenstellung

Tab.18

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fiir die
Rezeptordichte der B-Zellen (CD3-/ CD19+) und der
T-Zellen (CD3+/CD56-) bei Osteosarkomen G3

Eigene Zusammenstellung

Tab.19

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die
Rezeptordichte der einzelnen Natirlichen Killerzellen
bei Osteosarkomen G3

Eigene Zusammenstellung

Tab.20

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fiir die B-
Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T-Zellzahl
(CD3+/CD56-) bei Osteosarkomen ohne Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Tab.21

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der
Naturlichen Killerzellzahlen bei Osteosarkomen ohne
Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Tab.22

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die
Rezeptordichte der B-Zellen (CD3-/ CD19+) und der
T-Zellen (CD3+/CD56-) bei Osteosarkomen ohne
Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Tab.23

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte flr die
Rezeptordichte der einzelnen NK-Zellen bei
Osteosarkomen ohne Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Tab.24

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die B-
Zellzahl (CD3-/ CD19+) und die T- Zellzahl
(CD3+/CD56-) beim Osteosarkom mit Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Tab.25

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der
Natirlichen Killerzellzahlen beim Osteosarkom mit

Eigene Zusammenstellung
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Rezidiv

Tab.26 Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fiir die Eigene Zusammenstellung
Rezeptordichte der B- Zellen (CD3-/ CD19+) und der
T- Zellen (CD3+/CD56-) beim Osteosarkom mit Rezidiv

Tab.27 Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Eigene Zusammenstellung
Rezeptordichte der Naturlichen Killerzellen beim
Osteosarkom mit Rezidiv

Tab.28 Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte flr die B- Eigene Zusammenstellung
Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T- Zellzahl
(CD3+/CD56-) bei Liposarkomen

Tab.29 Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Eigene Zusammenstellung
Nattrlichen Killerzellzahlen bei Liposarkomen

Tab.30 Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fiir die Eigene Zusammenstellung
Rezeptordichte der B- Zellen

(CD3-/ CD19+) und der T- Zellen (CD3+/CD56-) bei
Liposarkomen

Tab.31 Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Eigene Zusammenstellung
Nattrlichen Killerzellzahlen bei Liposarkomen

Tab.32 Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die B- Eigene Zusammenstellung
Zellzahl (CD3-/ CD19+) und die T- Zellzahl
(CD3+/CD56-) bei Liposarkomen G1

Tab.33 Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Eigene Zusammenstellung
Nattrlichen Killerzellzahlen bei Liposarkomen G1

Tab.34 Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die Eigene Zusammenstellung
Rezeptordichte der B-Zellen

(CD3-/ CD19+) und der T- Zellen (CD3+/CD56-) bei
Liposarkomen G1

Tab.35 Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Eigene Zusammenstellung
Rezeptordichte der Naturlichen Killerzellen bei
Liposarkome G1

Tab.36 Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fiir die B- Eigene Zusammenstellung
Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T-Zellzahl
(CD3+/CD56-) bei Liposarkomen G3

Tab.37 Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Eigene Zusammenstellung
Natdrlichen Killerzellzahlen bei Liposarkomen G3

Tab.38 Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fiir die Eigene Zusammenstellung
Rezeptordichte der B- Zellen (CD3-/ CD19+) und der
T- Zellen (CD3+/CD56-) bei Liposarkomen G3

Tab.39 Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der Eigene Zusammenstellung
Rezeptordichte der Natirlichen Killerzellen bei
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Liposarkomen G3

Tab.40

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte flur die B-
Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T- Zellzahl
(CD3+/CD56-) bei Liposarkomen ohne Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Tab.41

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der
Natlrlichen Killerzellzahlen bei Liposarkomen ohne
Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Tab.42

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fiir die
Rezeptordichte der B- Zellen (CD3-/ CD19+) und der
T- Zellen (CD3+/CD56-) bei Liposarkomen ohne
Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Tab.43

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der
Rezeptordichte der Naturlichen Killerzellen bei
Liposarkomen ohne Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Tab.44

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fiir die B-
Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T- Zellzahl
(CD3+/CD56-) bei Chondrosarkomen

Eigene Zusammenstellung

Tab.45

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der
Natirlichen Killerzellzahlen bei Chondrosarkomen

Eigene Zusammenstellung

Tab.46

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die
Rezeptordichte der B-Zellen (CD3-/ CD19+) und der
T- Zellen (CD3+/CD56-) bei Chondrosarkomen

Eigene Zusammenstellung

Tab.47

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der
Rezeptordichte der Naturlichen Killerzellen bei
Chondrosarkomen

Eigene Zusammenstellung

Tab.48

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fiir die B-
Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T- Zellzahl
(CD3+/CD56-) bei Chondrosarkomen G1

Eigene Zusammenstellung

Tab.49

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der
Natirlichen Killerzellzahlen bei Chondrosarkomen G1

Eigene Zusammenstellung

Tab.50

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die
Rezeptordichte der B-Zellen (CD3-/ CD19+) und der
T- Zellen (CD3+/CD56-) bei Chondrosarkomen G1

Eigene Zusammenstellung

Tab.51

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der
Rezeptordichte der Naturlichen Killerzellen bei
Chondrosarkomen G1

Eigene Zusammenstellung

Tab.52

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fiir die B-
Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T- Zellzahl
(CD3+/CD56-) bei Chondrosarkomen G2

Eigene Zusammenstellung

Tab.53

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die NK-
Zellzahlen bei Chondrosarkomen G2

Eigene Zusammenstellung
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Tab.54

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die
Rezeptorexpression der B- (CD3-/ CD19+) und T-
Zellen (CD3+/CD56-) bei Chondrosarkomen G2

Eigene Zusammenstellung

Tab.55

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der
Rezeptordichte der Naturlichen Killerzellen bei
Chondrosarkomen G2

Eigene Zusammenstellung

Tab.56

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte flr die B-
Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T- Zellzahl
(CD3+/CD56-) bei Chondrosarkomen ohne Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Tab.57

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der
Naturlichen Killerzellzahlen bei Chondrosarkomen
ohne Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Tab.58

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fur die
Rezeptordichte der B-Zellen (CD3-/ CD19+) und der
T- Zellen (CD3+/CD56-) bei Chondrosarkomen ohne
Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Tab.59

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der
Rezeptordichte der Naturlichen Killerzellen bei
Chondrosarkomen ohne Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Tab.60

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die B-
Zellzahl (CD3-/CD19+) und die T- Zellzahl
(CD3+/CD56-) beim Chondrosarkom mit Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Tab.61

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der
Natirlichen Killerzellzahlen beim Chondrosarkom mit
Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Tab.62

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte fir die
Rezeptordichte der B-Zellen (CD3-/ CD19+) und der
T-Zellen (CD3+/CD56-) beim Chondrosarkom mit
Rezidiv

Eigene Zusammenstellung

Tab.63

Zeitlicher Verlauf der Durchschnittswerte der
Rezeptordichte der Naturlichen Killerzellen beim
Chondrosarkom mit Rezidiv

Eigene Zusammenstellung
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