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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Indikation zur allogenen Stammzelltransplantation (SCT) stellt sich bei
schweren hamatopoetischen Erkrankungen bei denen mit konventioneller
Radio- oder Chemotherapie keine guten Heilungschancen bestehen. Eine
Haupt-Limitation der erfolgreichen SCT stellt das Auftreten der Graft-versus-
Host-Reaktion dar, die fur eine transplantationsassoziierte Mortalitat von 25%
mitverantwortlich gemacht wird. Um lebensbedrohliche Komplikationen der
GvHD zu vermeiden ware es winschenswert einen leicht zuganglichen Biomar-

ker zu identifizieren, der den Ausbruch einer akuten GvHD frihzeitig anzeigt.

Die Zielsetzung dieser Arbeit war es ldsliches Hsp70 im Serum von Patienten
als potentiellen Marker fur das Auftreten einer GvHD heranzuziehen. Ein Zu-
sammenhang zwischen dem Auftreten einer Leukdmie und erhdhten Hsp70
Gehalten konnte bereits in Vorarbeiten hergestellt werden. Meine Arbeit verfolg-
te das Ziel, die Rolle von Hsp70 im Serum von Leukamiepatienten vor, wahrend
und nach allogener SCT zu bestimmen, mit der Zielsetzung die Hsp70 Serum-

protein-Gehalte mit dem Risiko des Auftretens einer GvHD zu korrelieren.

Insgesamt wurden Serumproben und die zugehorigen klinischen Daten von 52
Patienten untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass eine signifikante (P-Wert:
0.016) Steigerung der vorhersagbaren Wahrscheinlichkeit an einer GvHD zu
erkranken mit steigenden Messwerten des Hsp70 Proteins im Serum einher-
geht. Daraus ist zu schlieen, dass Hsp70 als Biomarker flr die Diagnostik und

Vorhersagbarkeit der GvHD in Zukunft gut geeignet sein kénnte.

The indication for allogenic stem cell transplantation (SCT) arises with severe
hematopoetic diseases for which there is a poor chance of recovery with
conventional radio- or chemotherapy. A major limitation of successful SCT
represents the occurrence of graft-versus-host reaction, which is partly
responsible for a transplant associated mortality of 25%. To avoid life-
threatening complications of GvHD it would be desirable to identify an easily
accessible biomarker which is early indicative of the onset of acute GvHD. The

objective of this work was to use soluble Hsp70 in the serum of patients as




Zusammenfassung

potential marker for the occurrence of GvHD. A correlation between the
occurrence of leukemia and increased Hsp70 levels could have already been
made in previous literature. My work followed the goal to show the role of
Hsp70 in determining the serum of leukemia patients before, during and after
allogeneic SCT, with the objective to correlate the serum Hsp70 protein levels

with the risk of occurrence of GvHD.

Total serum samples and associated clinical data from 52 patients were
examined. The results show that a significant (P-value: 0.016) increase of the
predictable probability of developing GvHD is assicoated with increasing levels
of the Hsp70 protein measured in serum. This suggests Hsp70 to be well suited

as a biomarker for the diagnosis and predictability of GvHD in the future.
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AlF
AK
ALL
AML
APC
CD
CHIP
CLL
CML
CNI
CR
C-Terminus
ECP
ELISA
ET
ET-18-OHC3
FAB
GvHD
GvL
HIP
HLA
HOP
HRP
HSF
HSP

Apoptosis inducing Factor, Apoptoseinduzierender Faktor
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Akute myeloische Leukamie

Antigen-presenting cells, Antigenprasentierende Zellen
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Carboxyl-terminus of Hsp70 interacting protein
Chronische lymphatische Leukamie
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Calcineurin Inhbitoren

Complete remission, komplette Remission

Carboxy Terminus

Extracorporale Photopherese
Enym-linked-Immuno-Assay

Essentielle Thrombozytamie

Edelfosine, synthetisches Alkyllysophospholipid
Frangment Antigen Binding
Graft-versus-Host-Disease, Graft-versus-Host-Erkrankung
Graft-versus-Leukamie-Effekt
Hsp70-interacting-Protein

Humanes-Leukozyten- Antigen

Hsp70-organizing Protein
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Hitze-Schock-Faktor, Heat-Shock Factor
Hitze-Schock-Protein, Heat-Shock-protein
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Major Histocompatibility Complex,
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mammailan Target of Rapamycin

Methotrexat
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Stem-cell transplantation, Stammzelltransplantation
Transforming Growth Factor,
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Toll-like Rezeptoren

Tumornekrosefaktor

Ultraviolettstrahlung A (definierter Wellenlangenbereich)




1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Maligne hamatologische Erkrankungen

Leukamie wurde in der Geschichte erstmals 1847 von Rudolf Virchow erwahnt
und als ,weilRes Blut® beschrieben. Es handelt sich um eine Erkrankung des
Blutbildenden Systems. Insgesamt sind maligne hamatologische Erkrankungen
mit nur 7% der malignen Erkrankungen als selten einzustufen. Bei dieser Art
von Erkrankung kommt es zu einer autonomen Proliferation von weilten Blut-
korperchen (Leukozyten), die sich meist in Form von funktionsunttichtigen Leu-
kozytenvorstufen stark vermehren. Die Expansion dieser malignen Zellklone
fuhrt zur generalisierten Ausbreitung der Zellen im blutbildenden Knochenmark,
wodurch die dort Ubliche Blutbildung verdrangt wird. Bedingt durch Aus-
schwemmung koénnen leukamische Zellen auch vermehrt im peripheren Blut
auftreten und extramedullare Organe, wie beispielsweise Leber, Milz und

Lymphknoten infiltrieren und diese damit in ihrer Funktion einschranken.

Die Einteilung der Leukamien in Krankheitsgruppen erfolgt durch die Unter-
scheidung nach Zelltyp (,Muttergewebe®): Myeloische Leukamie oder Lympha-
tische Leukamie und die Unterscheidung nach Verlauf: akut oder chronisch.
Daraus ergeben dich AML = Akute myeloische Leukamie, ALL = Akute Lym-
phatische Leukamie, CML = Chronische myeloische Leukdmie und CLL =
Chronisch lymphatische Leukamie (Herold, 2009; Renz-Polster, 2008).
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Abbildung 1: Hamatopoetische Zellreihen (Renz-Polster, 2008)
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Die Proliferation und Differenzierung der Blut- und Knochenmarkzellen wird als
Hamatopoese bezeichnet. In Abbildung 1 sind die verschiedenen Differenzie-
rungsstufen der jeweiligen Zellreihen dargestellt. Diese sind in einen gelben
Bereich (Knochenmark) und einen roten Bereich (Blut) unterteilt. Die Hamato-
poese umfasst folgende Vorgange: Die Myelopoese ist die Bildung der Vorlau-
ferzellen beziehungsweise ,markgebundenen® Zellreihen (Granulozyten,
Thrombozyten und Monozyten). Im Rahmen der Lymphopoese werden von der
knochenmarkgebundenen Zelle abstammende Zellen gebildet, die frih aus-
wandern und sich in Thymus, Milz und Lymphknoten zu verschiedenen Immun-
zellen differenzieren (z.B. B- und T-Lymphozyten). Die Erythropoese bezeichnet
die Bildung der Erythrozyten (rote Blutkdrperchen), die beim Erwachsenen phy-
siologischer Weise ausschlielBlich im Knochenmark stattfindet (Herold, 2009;
Renz-Polster, 2008).

Durch maligne Neoplasien der hamatopoetischen Zellen entsteht eine Kon-
chenmarkinsuffizienz, aus der schwerwiegende Symptome resultieren kénnen.
Hierzu zahlen unter anderem Anamien, Granulozytopenien, Thrombozytope-
nien, welche durch die Verdrangung der normalen Hamatopoese zu erklaren
sind. Daraus folgen unter anderem allgemeine Schwachesymptome, Infekte
und erhdhte Blutungsneigung. Durch die Verdrangung der Lymphopoese
kommt es zur Schadigung des B- und T-Zell-Systems, worauf ebenfalls eine
erhohte Infektanfalligkeit folgt. Die Infiltration von extramedullaren Organen
verursacht ebenso schwerwiegende Symptome (Herold, 2009; Renz-Polster,
2008).

Im Allgemeinen gestaltet sich die Einteilung der malignen hamatologischen Er-
krankungen sehr vielfaltig, da die Einteilungsprinzipien historisch bedingt in ih-
rer Anzahl gewachsen sind und daher teilweise Uberlappen (Herold, 2009;
Renz-Polster, 2008).
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Maligne Lymphome Myeloproliferatives
Syndrom
NHL
(o | chronische | cmL )
ALL Akute AML
LEUKAMIEN

Abbildung 2: Zusammenhange zwischen Leukamien, malignen Lymphomen und myelopfolifera-
tivem Syndrom (nachempfunden aus Herold 2009, S.82)

Die Grafik in Abbildung 2 gibt einen groben Uberblick und stellt eine vereinfach-
te Form der Einteilung dar. Grundsatzlich wird zwischen den im Folgenden auf-
gefuhrten Erkrankungen unterschieden. Leukamien beschreiben maligne klona-
le Neoplasien der hamatopoetischen Zellen. Im Rahmen von malignen Lym-
phomen kommt es zur autonomen Proliferation lymphatischer Zellen. Diese
werden weiter aufgeteilt in Hodgkin (in der Abbildung nicht dargestellt) und
Non- Hodgkin Lymphome (=NHL). Hodgkin Lymphome weisen spezifische Zel-
len (Hodgkin- oder Reed-Sternberg-Zellen) auf, wohingegen diese bei Non-
Hodgkin Lymphomen nicht vorhanden sind. Bei myeloproliferativen Erkrankun-
gen kommt es zur Entartung myeloischer Zellreihen, entweder einzeln, oder in
Kombination. Hauptvertreter sind die chronische myeloische Leukamie (=CML),
Polycythamia vera (PV), Osteomyelofibrose (OMF) und die essentielle Throm-
bozythamie (ET) (Herold, 2009; Renz-Polster, 2008).

Aus einer sehr heterogenen Gruppe von chronisch verlaufenden Differenzie-
rungsstorungen der Stammzelle ergeben sich die myelodysplastischen Syn-
drome. Im Rahmen derer kommt es zu einer klonalen Expansion von Vorlaufer-
zellen aller blutbildenden Zellreihen. Die verschiedenen malignen hamatologi-
schen Erkrankungen kdnnen teilweise ineinander tbergehen und ihre Verlaufs-

formen kdnnen sich sehr ahnlich sein (Herold, 2009; Renz-Polster, 2008).
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1.1.1 Leukamien

Akute Leukamien treten in allen Altersgruppen auf. Insgesamt gesehen sind
akute Leukamien selten: Inzidenz der AML 2,5/100.000 pro Jahr, Inzidenz der
ALL 1,5/100.000 pro Jahr. Die haufigste maligne Erkrankung des Kindesalters
ist die ALL, wohingegen die AML in etwa doppelt so haufig vorkommt und vor
allem im Erwachsenenalter auftritt. Diese Haufigkeiten und die Altersverteilung
der Leukamien spiegelt auch Abbildung 3 wieder. Die ALL (gelb dargestellt)
weist einen Peak bei Patienten jlingeren Alters auf. Die Haufigkeit der AML (rot
dargestellt) steigt bei einem Alter der Patienten ab 40 Jahren an. Im Allgemei-
nen ist zu sagen, dass 80% der akuten Leukdamien im Kindesalter ALL sind,
wohingegen akute Leukamien im Erwachsenenalter zu 80% AML sind (Herold,
2009; Renz-Polster, 2008).

Die chronischen Leukamien CLL und CML werden im Folgenden naher be-

schrieben.
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Abbildung 3: Altersverteilung und Haufigkeit der Leukdmien (Renz-Polster, 2008)
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1.1.2 Maligne Lymphome

1.1.2.1 Morbus Hodgkin

Morbus Hodgkin oder das Hodgkin-Lymphom ist ein monoklonales B-Zell-
Lymphom und weist krankheitsspezifische Hodgkin- beziehungsweise Reed-
Sternberg-Zellen auf. Je nach vorherrschendem Zelltyp unterscheidet man ver-
schiedene Unterformen (Herold, 2009).

1.1.2.2 Non-Hodgkin Lymphome (NHL)

Non-Hodgkin-Lymphome werden in B- und T-Zell-NHL unterteilt, je nachdem
aus welcher Zellreihe sie ihren Ursprung haben. Des Weiteren erfolgt eine klini-
sche Einteilung in indolente (niedrig maligne) und aggressive (hoch maligne)
NHL (Herold, 2009).

1.1.2.3 CLL - Chronisch-lymphatische Leukamie

Die CLL zahlt per definiionem zu den indolenten B-Zell Non-Hodgkin-
Lymphomen, da es zu einer klonalen Proliferation von immuninkompetenten B-
Lymphozyten kommt. Diese Krankheitsform kommt zumeist bei alteren Men-
schen vor und stellt mit einer durchschnittlichen Inzidenz von 3/100.00 pro Jahr
die insgesamt haufigste Leukamieform dar (siehe Abbildung 3, blau dargestellt)
(Herold, 2009).

1.1.2.4 Multiples Myelom (MM) - Plasmozytom

Das Multiple Myelom ist ein aggressives B-Zell-NHL mit diffuser oder multiloku-
larer Infiltration des Knochenmarks. Plasmozytomzellen bilden monoklonale
Immunglobuline und stimulieren Osteoklasten. Insgesamt gesehen handelt es
sich um den haufigsten Tumor von Knochenmark und Knochen mit einer Inzi-
denz von 4/100.000 pro Jahr (Herold, 2009).

1.1.3 Myeloproliferative Erkrankungen

Diese Krankheitsgruppe umfasst: CML, PV, OMF und ET. Zu Beginn der Er-
krankung ist eine klare Zuordnung der myeloproliferativen Erkrankungen meist
schwierig. Es besteht auch die Méglichkeit von Ubergangen zwischen den ver-

schiedenen Erkrankungen.
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1.1.3.1 CML - Chronische myeloische Leukamie

Die Inzidenz der CML liegt bei 1/100.000 pro Jahr mit einem Altersgipfel im mitt-
leren Lebensalter (siehe auch Abbildung 3, grin dargestellt). In Uber 90% der
CML Erkrankungen findet sich eine Translokation t (9,22) beziehungsweise das
bcr-abl Fusionsgen. Diese Form der Leukamie wird als klassische CML mit Phi-
ladelphia-Chromosom bezeichnet. In Diagnostik und Therapie spielt der Nach-
weis eines Philadelphia-Chromosoms eine entscheidende Rolle (Herold, 2009;
Renz-Polster, 2008).

1.1.4 Therapie

Die Therapie maligner hamatologischer Erkrankungen erfolgt meist an Zentren,
oftmals im Rahmen von Studien und nach individuellen Therapieprotokollen.
Der Subtyp der Erkrankung und die vorhandenen Risikofaktoren sind wichtige
Entscheidungsgrundlagen fur die geplante Therapie, welche auch als risiko-
gruppenadaptierte Therapie bezeichnet wird. Die drei Hauptsaulen der Thera-
pie bilden die symptomatische Therapie, die zytostatische Therapie, sowie die
Knochenmark- beziehungsweise Stammzelltransplantation (Herold, 2009;
Renz-Polster, 2008).

1.1.4.1 Symptomatische Therapie

Die symptomatische Therapie ist eine unterstitzende Behandlung (,supportive
care”), welche vor allem die durch Knochenmarksverdrangung und durch er-
hdhten Zellumsatz hervorgerufenen Folgen behandelt. Einerseits spielt die In-
fektbehandlung und -prophylaxe eine wichtige Rolle, welche in Form von antibi-
otischer und antimykotischer Medikation, sowie sorgfaltiger Hygiene z.B. keim-
armen Raumen umgesetzt wird. Andererseits kommt der Prophylaxe des Tu-
morlysesyndroms beziehungsweise einer Uratnephropathie eine grofle Bedeu-
tung zu. Schwerpunkte liegen hier in der ausreichenden Gabe von FlUssigkeit
und der Gabe von Allopurinol. Auch die Substitution von Erythrozyten- und
Thrombozytenkonzentraten bei Bedarf, beispielsweise Anamie, zahlt zum Prin-

zip der symptomatischen Therapie (Herold, 2009; Renz-Polster, 2008).

14
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1.1.4.2 Zytostatische Therapie

Das Ziel der zytostatischen Therapie ist die Vernichtung oder Reduktion der
Anzahl entarteter Zellen. Je nach verfolgtem Ziel handelt es sich um einen ku-
rativen Ansatz (Ziel ist die Heilung) oder um einen palliativen Therapieansatz
(Ziel ist eine verbesserte Lebensqualitat). Spezialisierte Zentren flihren solche
Therapien nach Studienprotokollen durch und passen sie individuell an den Pa-
tienten und seine Krankheitssituation an. Ziel der Therapie ist die komplette
Remission (= CR). Das bedeutet eine Normalisierung von Blutbild und Kno-
chenmark, v.a. die blastéaren Zellen betreffend, deren Anteil dann <5% ist.
Eventuell vorhandene extramedullare Manifestationen sollten im Rahmen einer
CR verschwunden sein. Um dies zu erreichen wird die zytostatische Therapie in
mehrere Abschnitte unterteilt (Herold, 2009; Renz-Polster, 2008).

Remissionsinduktionstherapie: Ziel dieses Therapieabschnitts ist die komplette
Remission. Die Anzahl bdsartiger Zellen muss hierbei um mindestens drei Zeh-
nerpotenzen verringert werden. Dies wird durch die Gabe von Zytostatika nach
festem Schema erreicht. Das fuhrt zu einer Aplasie im Knochenmark mit Agra-

nulozytose und meistens damit einhergehender Thrombozytopenie.

Konsolidierungstherapie: Die durch Induktionstherapie erreichte Remission soll
nun stabilisiert werden. Die Anzahl an residualen Blasten soll durch die Konsli-
dierungstherapie weiter reduziert werden. Je nach zu Grunde liegender Erkran-
kung wird eine Polychemotherapie angewendet oder eine Blutstammzelltrans-

plantation eingeleitet.

Erhaltungstherapie: Zur weiteren Erhaltung der Remission muss die Chemothe-
rapie oft Uber langere Zeitraume appliziert werden. Auch hier sollen verbliebene

Blasten in ihrer Proliferation gehemmt werden.

Rezidivtherapie: Im Falle eines Rezidivs wird eine Re-Induktionstherapie einge-
leitet (erneute Induktion). Die komplette Remission kann dann aber nur schwer
erreicht werden (Herold, 2009; Renz-Polster, 2008).

1.1.4.3 Stammzelltransplantation

Eine Stammzelltransplantation (SCT) erhalten Patienten im Zuge der Konsoli-
dierungstherapie. Transplantiert werden kdnnen entweder durch Punktion ge-

wonnenes Knochenmark oder periphere hamatopoetische Stammzellen, die
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1 Einleitung

durch Leukapherese gewonnen werden kénnen. Nabelschnurblut wird nur in
seltenen Fallen transplantiert. In Abbildung 4 ist einer von vielen maglichen
Ablaufen einer SCT exemplarisch dargestellt. Solche Ablaufe sind sehr indivi-

duell und variieren je nach Patient und angewendetem Therapieschema.

"aplastische WAl ah Kontrollen
Konditionierung> %Sg > Phase" > d +1t2E(c?+18 > nach 3 und
d+10 6 Monaten

Abbildung 4: Mdglicher Ablauf einer Stammzelltransplantation (SCT); Zeitangabe d = Tage

Zuerst werden nahezu alle blutbildenden Zellen des Patienten ausgeldscht und
das Immunsystem unterdrtickt. Dies nennt sich myeloablative Therapie, wobei
die Myeloablation durch intensive Chemotherapie und Bestrahlung erreicht
wird. Diese Vorbereitung auf die eigentliche Ubertragung der Stammzellen
nennt man auch Konditionierung. Mittlerweile werden auch in ihrer Dosis redu-
zierte Konditionierungen durchgefuhrt, die weniger myeloablativ sind, da fest-
gestellt wurde, dass auch der ,Graft-versus-Leukamie® - Effekt (GvL) eine Rolle
im Heilungsprozess spielt und das ,Anwachsen” der Zellen beeinflusst. Beim
GvL handelt es sich um eine Immunreaktion der Spenderzellen (,Graft*) gegen

die Leukamiezellen (Andreesen, 2005).

Nach der Konditionierung kénnen gesunde hamatopoetische Stammzellen
transplantiert werden, die das Knochenmark neu besiedeln. Die Regeneration
der Blutbildung (Hamatopoese) dauert in der Regel 10-14 Tage. Bei der Trans-
plantation kdnnen Stammzellen verwendet werden, die vom Patienten selbst
stammen. Dies wird als autologe Transplantation bezeichnet. Des Weiteren be-
steht die Mdglichkeit einer allogenen Transplantation. Hier werden ,fremde*
hamatopoetische Stammzellen (Spenderstammzellen) transplantiert. Die Indika-
tion zur allogenen SCT wird bei schweren hamatopoetischen Erkrankungen und
bei Erkrankungen des Immunsystems gestellt, wenn trotz vorhandener Sensiti-
vitat mit der konventionellen Radio-oder Chemotherapie nur geringer Chancen
auf Heilung bestehen (Armitage, 1994). In Tabelle 1 sind zur Ubersicht die Indi-
kationen im Sinne maligner Erkrankungen fur eine Stammzelltransplantation
aufgefuhrt. Auch bei einigen nicht-malignen Erkrankungen kann eine SCT als

Therapiemoglichkeit in Betracht gezogen werden, wie beispielsweise bei aplas-
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tischen Anamien oder schweren Immundefekten (Link et al., 1997; Travnik et
al., 2011a).

Tab. 1 Indikationen fiir eine Stammzelltransplantation

Maligne Erkrankungen

Akute lymphatische Leukamie
Akute myeloische Leukamie
Chronisch-myeloische Leukamie
Myelodysplastische Syndrome
Myeloproliferative Syndrome

M. Hodgkin
Non-Hodgkin-Lymphome
Plasmozytom
Nicht-seminomatdse Keimzelltumoren
Ewing-Sarkom

Tabelle 1: Indikationen flir eine Stammzelltransplantation (SCT) bei malignen Erkrankungen
(Travnik et al., 2011a)

Da die Patienten im untersuchten Patientenkollektiv ausschlie3lich durch allo-
gene Stammzelltransplantation (PBSCT, KMT) behandelt wurden, soll im Fol-

genden darauf naher eingegangen werden (Herold, 2009; Renz-Polster, 2008).

Nach der Konditionierung werden die Stammzellen intravends infundiert. Die
erste Phase, unmittelbar nach der Transplantation wird als ,Aplastische Phase*
bezeichnet, da das neue Knochenmark noch nicht und das alte nicht mehr funk-
tionstlichtig ist. In dieser Phase mussen sich die Patienten vor Infektionen
schitzen (z.B. durch Isolationsmalinahmen) und es kommt haufig zu Schleim-
hautentziindungen, Fieber, Blutungsneigung und korperlicher Schwache. Ab
dem 10. Tag nach der Transplantation bemerken die Patienten meist eine Bes-
serung des Zustands. Dies sind meist erste Anzeichen des Anwachsens der
Spenderzellen, einige Tage spater spiegelt sich dies auch im Blutbild wieder.
Wenn die Granulozyten Uber 500/ul ansteigen wird dieser Zeitpunkt als ,take*
bezeichnet (Andreesen, 2005).

Allgemein sind vier Faktoren flr das Auftreten von Komplikationen nach einer
Stammzelltransplantation verantwortlich (Link et al., 1997). Dazu zahlen: die
Grunderkrankung, die Intensitat und Konditionierung mit Chemotherapie oder
kombinierter Radiochemotherapie, die Zeitdauer und Auspragung der Kno-

chenmarkinsuffizienz und die Herkunft der hamatopoetischen Stammzellen,
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sowie die daraus folgende Inzidenz der Graft-versus-Host-Erkrankung (Travnik
et al.,, 2011a).

Im Folgenden werden die haufigsten Komplikationen nach Stammzelltransplan-
tation kurz beschrieben. Ausgelost durch unmittelbar toxische Effekte der
myeloablativen Therapie treten haufig Schleimhautentzindungen mit Stomati-
tis, Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhd, hdmorragische Zystitis und Haarausfall, sowie
Nebenwirkungen der Zytostatika, die sich organspezifisch manifestieren auf. Als
Spatfolgen der ablativen Therapie kann es zu Gonadeninsuffizienz und sekun-
daren Malignomen kommen. Oftmals kommt es vor allem in den ersten drei
Wochen nach Transplantation zu agranulozytosebedingten bakteriellen und
mykotischen Infektionen beziehungsweise zur Sepsis. Auch im weiteren Thera-
pieverlauf kann es durch die immunsuppressive Behandlung zu schweren In-
fektionen kommen. Bei ca. 20% der Patienten kommt es im Verlauf zu einem
Rezidiv (Renz-Polster, 2008). In Tabelle 2 sind weitere mdgliche Komplikatio-

nen, aufgeteilt nach akuten Komplikationen und Langzeitschaden, aufgefuhrt.

Tab.2 Komplikationen der Stammzelltransplantation (SCT)

Akute Komplikationen der SCT Langzeitschaden nach SCT

Akute GvHD Chronische GvHD

Mukositis, Stomatitis Infektionen

Arzneimittelreaktionen Rezidiv

Virale, bakterielle, mykotische Infektionen Chronische Lebererkrankungen
Hauttoxizitat Chronische Lungenerkrankungen
Panzytopenie Fertilitatsstorungen
Gastroenteritis/Diarrho Autoimmunerkrankungen

Pankreatitis Sekundarmalignome

Leberschaden Schilddriisenfunktionsstérungen
Kardiotoxizitat Wachstums- und Entwicklungsstérungen
Nephrotoxizitat Katarakt

Hamorrhagische Zystitis Hyposplenismus
Fliissigkeits-/Elektrolytverschiebungen Chronische Nervensystemerkrankungen
Interstitielle Pneumonien Geschmacksstorungen
TransplantatabstoBung Schaden an Zahnen, Haaren und Nageln
Neurotoxizitat

Tabelle 2: Komplikationen der Stammzelltransplantation (SCT) (Travnik et al., 2011a)
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Die Hauptkomplikation der hamatopoetischen Stammzelltransplantation ist die
Graft-versus-Host-Erkrankung (GvHD = graft-versus-host-disease). Es handelt
sich um eine ,Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion“ des Immunsystems, die ver-
schiedene Organsysteme, unter anderem Darm, Leber, Haut und Lunge in Mit-
leidenschaft zieht (Ferrara et al., 2009).
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1.2 Graft versus Host Disease

GvHD ist die Abkurzung fur die englische Bezeichnung Graft-versus-Host-
Disease, was mit ,Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung®“ ins Deutsche Ubersetzt
werden kann. Die im Transplantat enthaltenen Immunzellen des Spenders zei-
gen hierbei eine Abwehrreaktion gegen das Empfangergewebe. Das Spender-
Transplantat erkennt das Gewebe des Empfangers als fremd an und greift des-
halb die Empfangerorgane an (Andreesen, 2005). Als nutzlicher Effekt der
akuten und vor allem der chronischen GvHD ist der Graft-versus-Leukamie-
Effekt (GvL), welcher je nach Erkrankung auch als Graft-versus-Tumor Effekt
bezeichnet wird, zu beobachten (de Lima et al., 2001). Dieser ist von grofer
klinischer Bedeutung, da hier fremde Antigene auf Tumorzellen des Empfan-
gers von Spender T-Zellen erkannt und von diesen zerstort werden. Der GvL-
Effekt ist haufig mit der akuten und chronischen GvHD assoziiert und mit Aus-
nahme der myeloproliferativen Erkrankungen nicht tumorzellspezifisch. Durch
die beschriebene Tumorzellreduktion im Rahmen dieses Effektes tragt so vor
allem die chronische GvHD zur Verminderung von Rezidiven bei (Travnik et al.,
2011a).

Die Organmanifestationen einer GvHD betreffen am haufigsten Haut und
Schleimhaute. Im Prinzip kbnnen aber alle Organe, die lymphoide Zellen ent-
halten betroffen sein, wie die Leber der Gastrointestinaltrakt, Lunge, Augen und
der neuromuskulare Apparat. Eine chronische GvHD kann nahezu jede Auto-
immunerkrankung imitieren, wie beispielsweise Myasthenia gravis oder Auto-

immunthrombozytopenie (Travnik et al., 2011a).

In der Behandlung zahlreicher hamatologischer Erkrankungen und verschiede-
ner Zustande des Knochenmarkversagens ist die Ubertragung von Knochen-
mark und Blutstammzellen als Standardtherapieverfahren etabliert. Die Prog-
nose von Patienten mit Leukamie oder anderen hamatologischen Krankheiten
nach SCT konnte durch Fortschritte auf dem Gebiet der Stammzellgewinnung,
sowie der Prophylaxe und Therapie der GvHD verbessert werden. Trotzdem
bleibt die chronische und die akute GvHD die fihrende Ursache fur die weiter-
hin signifikante Morbiditat und Mortalitdt von ungeféahr 30% (Cowen, 2009;

Hausermann et al., 2008; Travnik et al., 2011a).
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1.2.1 Einteilung
Die klassische Einteilung der GvHD in Abhangigkeit vom Zeitpunkt der Klini-

schen Manifestation wird zunehmend durch die aktuell gultige Klassifikation des
National Institute of Health aus dem Jahr 2005 ersetzt. Fur die Auswertung des
Kollektivs wurde jedoch noch die klassische Einteilung verwendet, demnach tritt
eine akute GvHD innerhalb von 100 Tagen nach SCT auf und eine chronische
GvHD ab Tag 100 nach SCT. Angesichts der Fortschritte in der Kenntnis von
Klinik und Pathophysiologie muss diese strenge Zeitgrenze als willklrlich und
damit als obsolet angesehen werden (Brazzelli et al., 2010). Eine neue Klassifi-
kation der GvHD, die sowohl klinische als auch pathologische Kriterien beinhal-

tet, konnte sich in den letzten Jahren durchsetzen (Filipovich et al., 2005).

Die aktuell glltige National Institutes of Health Klassifikation umfasst folgende
Kategorien:
- die klassische akute GvHD bis Tag 100,
- eine ,late-onset” akute GvHD ab Tag 100,
— ein Overlap-Syndrom mit Charakteristika einer akuten und chronischen
GvHD, sowie
— die klassische chronische GvHD ohne Zeitlimit (Filipovich et al., 2005;
Travnik et al., 2011a).

1.2.2 Inzidenz und Bedeutung

Die GvHD ist trotz standig weiterentwickelter Transplantationstechniken im Be-
reich der allogenen Transplantation (SCT), wie beispielsweise optimierte Kondi-
tionierungsregimes, mit einer signifikanten Morbiditat und Mortalitat assoziiert.
Wahrend die Inzidenz der chronischen GvHD in den letzten 10 Jahren zunahm,
blieb die Inzidenz der akuten GvHD weitgehend unverandert (Travnik, Beckers
et al. 2011). Die Inzidenz der GvHD insgesamt lief3 sich innerhalb der letzten 20
Jahre nicht signifikant senken (Gilliam, 2004; Mielcarek et al., 2003). Sowohl
der Beginn, als auch Schweregrad und Inzidenz korrelieren direkt mit dem
Ausmall der HLA-Kompatibilitat zwischen Spender und Empfanger (Karrer,
2003). Das Risiko einer GvHD erhoht sich bei HLA-Inkompatibilitat trotz
immunsuppressiver Prophylaxe um 70-80%. Die Geschlechtsdifferenz stellt

einen weiteren Risikofaktor dar, der wichtigste Risikofaktor flr eine chronische
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GvHD ist jedoch eine vorausgegangene akute GvHD, auch das Alter spielt als

Risikofaktor eine Rolle (Travnik, Beckers et al. 2011).

1.2.3 Pathophysiologie

Die akute GvHD resultiert aus einem aulerst komplexen Zusammenspiel von
konditionierungsassoziierter Entzindung (Ferrara, 1997), der Einschwemmung
von Endotoxinen und der Aktivierung von alloreaktiven Zellen. Diese Zusam-
menhange sind bis heute nicht vollstandig verstanden und weiterhin Gegen-
stand der derzeitigen Forschung (Ferrara et al., 2009; Hofmeister et al., 2004).
Als Mediatoren und Effektoren der GvHD spielen die zytotoxischen T-
Lymphozyten des Spenders eine entscheidende Rolle. Proinflammatorische
Zytokine, welche sowohl in den Zellen des Spenders, als auch in den Zellen
des Empfangers gebildet werden sind ebenfalls von groRer pathogenetischer
Bedeutung (Holler et al., 1993). Bei Patienten mit akuter GvHD konnten unter
anderem erhdhte Serumkonzentrationen proinflammatorischer Zytokine, wie
beispielsweise TNF- a, IFN- vy, IL-1, IL-2 und IL-6 nachgewiesen werden (Holler
et al., 1998; Holler et al., 1993). Die akute GvHD ist die pathophysiologischen
Mechanismen betreffend bis heute besser untersucht und verstanden als die
Pathogenese der chronischen Form (Hausermann et al., 2008). Des Weiteren
wird die Frage diskutiert, ob es sich bei akuter und chronischer GvHD um zwei
voneinander abgrenzbare Phasen derselben Erkrankung handelt, oder ob diese
zwei voneinander unabhangige Erkrankungen, assoziiert mit hamatopoetischer
SCT, darstellen. (Hausermann et al., 2008)

Im Folgenden soll die Pathophysiologie der akuten GvHD in Grundzigen naher

erlautert werden.
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Anhand des in Abbildung 5 dargestellten 3-Phasen-Modells lasst sich die Pa-
thophysiologie der akuten GvHD vereinfacht erlautern. (Ferrara et al., 2009; Hill
et al., 2000; Hofmeister et al., 2004; Karrer, 2003)

I. Konditionierungsphase

Gewebsschadigung

IL-1 LPS
TNF-a

Mo
Spender APC

T
Spender
1_er|, IL-12 m
Apoplose
der Zielzelle

IFN-y NK
IL-2

II. Aktivierungsphase Illl. Effektorphase

Abbildung 5: Pathophysiologie der durch Konditionierung ausgelésten aktuen GvHD. Im Rah-
men der Konditionierung wird das Gewebe durch Strahlung und Chemotherapie geschadigt.
Proinflammatorische Zytokine wie Interleukin 1 (IL-1) und Tumornekrosefaktor a (TNF- a) wer-
den freigesetzt und antigenprasentierende Zellen (APC) werden aktiviert. In der Aktivierungs-
phase aktivieren die APC mit Hilfe von Zytokinen (IL-12) alloreaktive T-Zellen des Spenders,
welche sich dann in Effektorzellen differenzieren (T ->Th1). Das Muster der Zytokine mit Inter-
feron y (IFN- y) und Interleukin 2 (IL-2) entspricht dem einer Th1-Antwort. Wahrend der Ef-
fektorphase kommt es zur Schadigung des Empfanger-Zielgewebes durch aktivierte Makropha-
gen (Mg), natirliche Killerzellen (NK) und zytotoxische T-Lymphozyten (CTL), sowie zur
Apoptose der Zielzellen. (Hill et al., 2000; Travnik et al., 2011a)

Entzindungsmediatoren, sowie unterschiedliche Zellpopulationen von Spender
und Empfanger interagieren in einer Kaskade, welche dann zur Apoptose von
Zellen in den Zielorganen der GvHD flhrt (Travnik et al., 2011a).

I. Konditionierungsphase: Das Gewebe wird beispielsweise durch Strahlung
oder Chemotherapie geschadigt. Proinflammatorische Zytokine wie Interleukin
1 (IL-1) und Tumornekrosefaktor a (TNF- a) werden freigesetzt und aktivieren
Antigenprasentierende Zellen (APC) (Ferrara, 1997; Holler et al., 1997).

II. Aktivierungsphase: Die APC aktivieren mit Hilfe von Zytokinen (IL-12) allore-
aktive T-Zellen des Spenders, welche proliferieren und sich dann in Effektorzel-
len (CD4-Helfer-Zellen und CD8-zytotoxische Zellen) differenzieren (Ferrara et

al., 2003). Das Muster der Zytokine mit Interferon y (IFN- y) und Interleukin 2

23



1 Einleitung

(IL-2) entspricht dem typischen Muster einer Th1-Antwort der Lymphozyten

(Hausermann et al., 2008).

lll. Effektorphase: Zytotoxische T-Lymphozyten, aktivierte Makrophagen, sowie
naturliche Killerzellen setzen proinflammatorische Zytokine frei, dies fuhrt zur
Apoptose der Zielzellen und zur konsekutiven Schadigung des Zielgewebes
(Ferrara, 1997; Holler et al., 1998).

Verschiedene genetische Polymorphismen, sowie Toll-like-Rezeptoren, NOD-
like Rezeptorproteine und regulatorische T-Zellen spielen in der Pathophysiolo-
gie der GvHD ebenfalls eine Rolle, darauf soll hier allerdings nicht naher einge-
gangen werden (Cavet et al., 1999; Holler et al., 2008; Holler et al., 2006).

In der Pathophysiologie der chronischen GvHD spielen neben den alloreaktiven
T-Zellen, welche bei der akuten GvHD von tragender Bedeutung sind, auch au-
toreaktive T-Zellen, sowie auto- und alloreaktive B-Zellen eine wichtige Rolle.
Das Zytokinmuster im Falle einer chronischen GvHD unterscheidet sich eben-
falls von dem einer akuten Form der Erkrankung. Von Bedeutung sind hier bei-
spielsweise IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IFN-y, sowie TGF-{.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich eine chronische GvHD haufig
aus einer akuten entwickelt. Wahrend bei der chronischen GvHD ein gemisch-
tes Th1-/Th2-Zytokinmuster vorliegt, findet sich bei einer akuten GvHD vor-

nehmlich ein Th1-Zytokinmuster (Hofmeister et al., 2004; Travnik et al., 2011a).

1.2.4 Prophylaxe

Im Rahmen der Primarprophylaxe der akuten GvHD spielt die Wahl des Spen-
ders mit gut Ubereinstimmenden Histokompatibilitdtsmerkmalen die wichtigste
Rolle. Um das Risiko einer GvHD zu vermindern ist jedoch auch die medika-
mentdse Prophylaxe von grof3er Bedeutung (Travnik et al., 2011b). Da Erstma-
nifestationen der akuten GvHD haufig an der Haut auftreten, ist es wichtig Son-
nenexposition zu vermeiden und entsprechende Lichtschutzpraparate anzu-
wenden (Socie et al., 2010; Travnik et al., 2011b). Bereits vor Transplantation
wird mit der Basisprophylaxe, bestehend aus einem Calcineurininhibitor, in der
Regel Ciclosporin A, welcher gegebenenfalls mit Methotrexat (MTX) als Kombi-
nation verabreicht wird. Teilweise wird im Zuge einer solchen systemischen

Prophylaxe Ciclosporin A durch Tacrolimus ersetzt. Auch Mycophenolatmofetil
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(MMF) als Ersatz fur MTX kam in Studien zum Einsatz (Vogelsang, 2001; Wolff
et al., 2009). Als Standard der GvHD-Prophylaxe wird weiterhin MTX in Kombi-
nation mit einem Calcineurininhibitor angesehen (Grauer et al., 2010; Greinix et
al., 2011). Durch die prophylaktischen Mallnahmen wird das Risiko fur eine
akute GvHD deutlich gesenkt. Jedoch entwickeln trotz Prophylaxe 25-60% der
Patienten eine therapiebedurftige akute GvHD (Vargas-Diez et al., 2005; Wolff
et al.,, 2009). Betreffend die Primarprophylaxe im Rahmen der chronischen
GvHD sind effektive prophylaktische MaRnahmen der akuten GvHD von grofiter
Bedeutung (Travnik et al., 2011b).

1.2.5 Therapie

Die systemische medikamentdse Therapie der akuten GvHD setzt sich aus
Glukokortikoiden, wie Prednisolon oder Methylprednisolon zusammen, die unter
der Fortsetzung der Calcineurininhbitor-Prophylaxe verabreicht werden. Im Fal-
le eines isolierten Hautbefalls kann bei unter 50% Ausdehnung eine topische
Therapie mit Kortikosteroiden, Calcineurininhibitoren oder eine Phototherapie
durchgefuhrt werden. Besteht eine Ausdehnung Uber 50% der Hautoberflache
ist eine systemische Therapie mit Steroiden erforderlich. Bei Steroidresistenz
sind weitere Therapieoptionen verflugbar. Hierzu zahlen beispielsweise extra-
corporale Photopherese (ECP), Antithymozytenglobuline, MMF, MTX, mTOR-
Inhibitoren, Pentostatin, sowie mono- oder polyklonale Antikorper gegen Media-
toren des Immunsystems (Carcagni et al., 2008; Jacobsohn et al., 2002;
Travnik et al., 2011b). Nicht zu vernachlassigen ist, dass eine zusatzliche Im-
munsuppression das Infektionsrisiko erhoht. Da Infektionen die Haupttodesur-
sache bei Patienten mit akuter und chronischer GvHD darstellen, ist neben der
ausreichenden medikamentdsen Therapie auch ein engmaschiges Infektions-

monitoring sehr wichtig (Travnik et al., 2011b).

Die Behandlung der chronischen GvHD umfasst zunachst eine ausfihrliche
Diagnostik um alle beteiligten Organsysteme zu erfassen. Dies bedarf einer

koordinierten interdisziplinaren Zusammenarbeit (Filipovich et al., 2005).

Als First-Line-Therapie bei chronischer GvHD koénnen bei lokalisiertem Befall
der Haut ebenfalls lokale Steroide oder Calcineurininhibitoren angewendet wer-
den (Elad et al., 2003; Wolff et al., 2011a). Des Weiteren stellen neben der sys-
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temischen Verabreichung von Steroiden in Kombination mit Calcineurininhibito-
ren oder MMF, auch Photochemotherapie und UVA1-Lichttherapie wirksame
Therapiealternativen dar (Wolff et al., 2010; Wolff et al., 2011b). Wenn die initia-
le Erstlinien-Therapie nach 8-12 Wochen nicht anschlagt, existiert kein Thera-
piestandard, viel mehr muss aus den zahlreichen zur Verfigung stehenden
Therapieoptionen individuell ausgewahlt werden (Travnik et al., 2011b). Als
Zweitlinientherapie kommt neben Steroiden eine systemische Therapie mit
MMF in Kombination mit Tacrolimus in Frage (Vogelsang, 2001) . Weitere wich-
tige Therapieoptionen stellen die Extrakorporale Photopherese, Calcineu-
rininnhbitoren (CNI) und anstatt der CNI mTOR-Inhibitoren dar. Es existiert eine
Reihe an seltener eingesetzten Therapieoptionen, wie beispielsweise Thyrosin-
kinaseinhibitoren, Retinoide, Rituximab, sowie Cyclophosphamid oder Etaner-
cept. Jede immunsuppressive Therapie erhdht potenziell die Morbiditat und
Mortalitat der Patienten, daher sind geringe Nebenwirkungsraten im Rahmen
der Therapiemodalitaten winschenswert. Die unerwinschten Wirkungen der
oben genannten Therapien sind meist eine weitere Zunahme der Immunsupp-
ression, Schadigung diverser Organe, wie beispielsweise Niere, Leber, Kno-

chenmark und die Induktion von Tumoren (Travnik et al., 2011b).
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1.3 Hitzeschockproteine

Hitzeschockproteine (Hsp, auch als Heat-Shock-Proteins bezeichnet) wurden
erstmals 1962 von Ferrucio Ritossa beschrieben (Ritossa, 1962). Diese so ge-
nannten molekularen Chaperone sind Proteine, welche eine Vielzahl von Funk-
tionen auslben, beispielsweise helfen sie neu synthetisierten Proteinen sich
korrekt zu falten. Daruber hinaus unterstitzen Hitzeschockproteine andere Pro-
teine beim Transport und bei Prozessen der Antigenprasentation. Die Bezeich-
nung Chaperon, gleichbedeutend mit Anstandsdame, wurde gewahlt, da sie
unreife Proteine vor schadlichen Kontakten bewahren (Csermely, 2001;
Sherman, 2007). Durch exogene oder endogene Stimulation, wie beispielswei-
se Hitze, oxidativer Stress oder Einwirkung von Chemikalien, werden Hitze-
schockproteine vermehrt synthetisiert. Die vermehrte Bildung von HSPs kann
sowohl durch die genannten Stressfaktoren getriggert werden, als auch unter
physiologischen Bedingungen erfolgen. Hitzeschockproteine sind hochkonser-
viert und kommen sowohl bei Prokaryonten als auch Eukaryonten vor und sind
in den verschiedensten Zellkompartimenten vertreten (Lindquist, 1986;
Lindquist et al., 1988; Todryk et al., 2003).

Die Klassifikation der Hitzeschockproteine erfolgt entsprechend ihrer Moleku-
largewichte in die Haupt-Familien: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40
und den kleinen (small) HSPs. Innerhalb einer Familie sind die Mitglieder sehr
homolog, wohingegen sich HSP verschiedener Familien hinsichtlich Struktur
und Expression unterscheiden (Schmitt et al., 2007). Mitglieder der HSP70-
Familie kommen in nahezu allen zellularen Kompartimenten vor und kénnen
auch in den extrazellularen Raum sezerniert werden (Feige et al., 1994). Im
Folgenden soll auf die Funktion des Hsp70 sowie die Rolle der Hsp70-Familie

in der Onkologie und Immunologie naher eingegangen werden.
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1.3.1 Hitzeschockprotein 70

Die Hauptvertreter der HSP70-Familie sind, das durch Stress induzierbare
Hsp70 mit einem Molekulargewicht von 72 kDa, sowie das konstitutiv exprimier-
te Hsc70, dessen Molekulargewicht 73 kDa betragt (Feige et al., 1994). Neben
Hsc70, welches in den Zellen konstitutiv exprimiert ist und nur schwach durch
aulere Reize induzierbar ist, konnte im Gegensatz dazu, beim nur gering kon-
stitutiv exprimierten Hsp70, unter Einwirkung von Stressfaktoren eine starke
Induktion nachgewiesen werden. Das stress-induzierbare Hsp70 wird in der
neueren Literatur auch als HSPA1A bezeichnet (Kampinga et al., 2009). Wie
bereits erwahnt kann Hsp70 in nahezu allen zellularen Kompartimenten nach-
gewiesen werden. Im Einzelnen kdénnen Vertreter der HSP70-Familie intrazellu-
lar im Zellkern, Zytosol, Endoplasmatischem Retikulum und Mitochondrien, so-
wie (Haas, 1994; Jolly et al., 2002) auf der Zellmembran (Multhoff et al., 1995;
Multhoff et al., 2011) und extrazellular (Asea et al., 2000; Feige et al., 1994;
Pockley et al., 2008; Vega et al., 2008) nachgewiesen werden. Die Regulation
von Hsp70 erfolgt unter anderem durch Hitzeschockfaktoren (Heat-Shock-
Factors, HSF), welche als Transkriptionsfaktoren die Expression regulieren. Die
am besten untersuchten Hitzeschockfaktoren sind HSF-1 und HSF-2. Der Hit-
zeschockfaktor 1 reagiert rasch bei Stimulation durch auRere Reize, wie bei-
spielsweise Chemikalien oder Hitze. Im Gegensatz dazu zeigt HSF-2 eine lang-

samere und weniger effektive Aktivierung (Mathew et al., 2001).

Hsp70 ist an unterschiedlichsten intrazellularen Prozessen beteiligt. Wie bereits
erwahnt zahlen hierzu die Hilfe bei der korrekten Faltung neusynthetisierter Pro-
teine, aber auch die Protein Degradation (Mathew et al., 1998). Verschiedene
Partnermolekule modifizieren durch Bindung an Hsp70 dessen Funktion. Hin-
sichtlich der Proteinfaltung spielen Hsp70- interacting protein (Hip) und Hsp70-
organizing protein (Hop) eine Rolle. Am Abbau von Proteinen ist unter anderem
CHIP (Carboxyl-terminus of Hsp70 interacting protein) beteiligt (Hartl et al.,
2002; Hohfeld et al., 2001; Hohfeld et al., 1997; Meacham et al., 2001). Auch
bei diversen Transportvorgangen in der Zelle spielt Hsp70 als Partnermolekiil
eine wichtige Rolle: Transport von Proteinen in die Mitochondrien (Gupta et al.,
2008; Stuart et al.,, 1994), ins Endoplasmatische Retikulum (Haas, 1994;
Nishikawa et al., 2005) und in die Lysosomen (Mambula et al., 2006; Terlecky,
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1994). Das Hitzeschockprotein 70 ist auch an der Regulation des Zellzyklus
beteiligt, indem es mit Kontrollmolekilen, wie beispielsweise dem Tumorsupp-
ressorprotein p53 interagiert (Zylicz et al.,, 2001). Auch die DNA-Replikation
wird von Hsp70 beeinflusst (Helmbrecht et al., 2000).

Die Beteiligung von Mitgliedern der HSP70-Familie an diversen zellularen Pro-
zessen zeigt die Bedeutung von Hsp70 als Partnermolekul flr eine Vielzahl

intrazellularer Prozesse.

1.3.2 Rolle des Hsp70 in der Inmunologie und Onkologie

Zusatzlich zu den bereits erwahnten Funktionen von Hsp70 unter physiologi-
schen Bedingungen ist die Hauptaufgabe von Hsp70 nach Stress, der Schutz

der Zelle vor Apoptose und die Unterstitzung von Reparaturvorgangen.

Diese protektiven Eigenschaften von Hsp70 bieten auch fiur entartete Zellen
eine Reihe von Vorteilen. Durch eine erhdhte Expression von Hsp70 wird in
Tumorzellen eine anti-apoptotische Wirkung erzielt (Gabai et al., 1998; Jaattela,
1999; Wei et al., 1995). Hsp70 ist in vielfaltiger Weise an apoptotischen Vor-
gangen beteiligt. Beeinflusst werden sowohl AIF (apoptosis inducing factor)-
abhangige, als auch AlF-unabhangige Prozesse im Apoptose-Signalweg
(Jaattela, 1999; Jaattela et al., 1998; Ravagnan et al., 2001).

Im Rahmen von Immunprozessen ist Hsp70 membrangebunden und in extra-
zellularer Form an diversen Vorgangen beteiligt (De Maio, 1999; Shu, 2008).
Etwas genauer betrachtet wurden Effekte des Hsp70 auf antigenprasentierende
Zellen (APC), T-Zellen und naturliche Killerzellen (NK-Zellen) beschrieben, wo-

rauf im Folgenden naher eingegangen werden soll.

Einer der immunstimulatorischen Mechanismen von Hsp70 als Transportmole-
kdl fur antigene Peptide wurde von Srivastava beschrieben (Srivastava, 1994).
Die antigenen Peptide entstammen virus- und tumorinfizierten Zellen und kon-
nen im Falle einer Nekrose der Zelle in Form eines Hsp70-Antigen-Komplexes
in den extrazellularen Raum freigesetzt werden (Srivastava, 1994; Udono et al.,
1994). Diese Hsp70-Antigen-Komplexe werden von Antigenprasentierenden
Zellen (APC) wie beispielsweise dendritischen Zellen oder Makrophagen tUber

Rezeptoren aufgenommen. Nach Prozessierung, welche intrazellular stattfindet,
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werden die Hsp70-prasentierenden Peptide auf membranstandigem MHC-I-
Molekulen der Zellen prasentiert. Dadurch kann eine antigenspezifische Im-
munantwort vermittelt durch zytotoxische T-Zellen (CD8+) ausgeldost werden
(Arnold-Schild et al., 1999; Basu et al., 2000; Schild et al., 1999; Singh-Jasuja
et al., 2000). Des Weiteren beschreibt Asea immunregulatorische Effekte von
Hsp70 durch die Bindung an TLR2 und TLR4 (Toll-like-Rezeptoren) der Mo-
nozyten. Dadurch induziert Hsp70 Uber einen CD14 (Cluster of Differentiation) -
abhangigen Signalweg eine vermehrte Expression und damit eine verstarkte
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und kann somit das angeborene
Immunsystem stimulieren. Indirekt fordert Hsp70 damit auch eine Antwort des

spezifischen Immunsystems (Asea et al., 2000).

Die Arbeitsgruppe von Multhoff hat 1995 die Lokalisation von Hsp70 auf der
Membran von humanen Tumorzellen, nicht aber auf gesunden Zellen nachge-
wiesen (Hantschel et al., 2000; Multhoff et al., 1995). Sowohl durch Hitze-
schock, als auch durch membraninteraktive Substanzen, wie beispielsweise
ET-18-OCHa3, lasst sich die Hsp70 Membranexpression bei Tumorzellen weiter
steigern (Botzler et al., 1999). Die Expression von membrangebundenem
Hsp70 korreliert mit einer gesteigerten Sensitivitat fur die durch NK-Zellen ver-
mittelte Lyse der Tumorzellen (Botzler et al., 1996; Multhoff et al., 1997;
Multhoff et al., 1995; Multhoff et al., 2000). Uber ein Epitop am C-Terminus von
Hsp70 binden die NK-Zellen an die Tumorzelle. Daraufhin werden durch Exozy-
tose zytotoxische Granula freigesetzt welche zur Lyse der Tumorzellen fuhren
(Botzler et al., 1998). Multhoff und Botzler zeigten ebenfalls, dass es durch In-
kubation der NK-Zellen mit einem TDK-Peptid (Sequenz bestehend aus 14
Aminosauren an der Hsp70-Substrat-Bindedomane) und IL-2 zu einer vermehr-
ten Proliferation mit gesteigerter lytischer Aktivitat gegen Hsp70-positive Tu-
morzellen kommt (Botzler et al., 1998; Multhoff et al., 2001).

Neben Kopf-Hals Tumoren, Knochentumoren, Lungenkarzinomen, kolorektalen
Karzinomen, konnte auch bei leukamischen Blasten eine Hsp70 Membranex-

pression nachgewiesen werden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Tumorzellen und leukami-
sche Blasten, die membranpositiv fur Hsp70 sind, durch NK-Zellen (durch Zyto-

kine und TDK-Peptid aktiviert) erkannt und zerstért werden kénnen. Hieraus
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konnten sich in Zukunft Therapieoptionen im Sinne einer Immuntherapie erge-
ben (Gross et al., 2008; Stangl et al., 2008). Des Weiteren wurde in Studien
gezeigt, dass Patienten mit de novo akuter myeloischer Leukamie (AML) haufig
membranpositiv fir Hsp70 sind (Gehrmann et al., 2003). Aulderdem konnte ge-
zeigt werden, dass Leukamiezellen nach Stress in Form von Hitze, Bestrahlung
oder Chemotherapie (Gehrmann et al., 2008) und Zellen die Patienten mit Re-
lapse oder persistierender Erkrankung entnommen wurden, eine erheblich star-
kere Hsp70-Membranpositivitat aufweisen (Steiner et al., 2006) . Auch Hinweise
fur einen Zusammenhang zwischen einer erhdhten Hsp70 Expression und der
Graft-versus-host-Erkrankung wurden in verschiedenen Studien beschrieben
(Jarvis et al., 2003). Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass Hsp70 eine
wichtige Rolle in der Immunologie und Onkologie spielt und in diesem Zusam-

menhang auch bei Leukdmien von Bedeutung ist.
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1.4 Intention und Zielsetzung

Leukamien koénnen sich in jedem Lebensalter manifestierten. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate betragt 49 bis 54% (Robert-Koch-Institut, 2012).

Trotz innovativer Therapiekonzepte, wie beispielsweise neuen Transplantati-
onstechniken oder optimierten Konditionierungsregimes stellt die Graft-versus-
Host Erkrankung nach wie vor eine der grof3ten Limitationen fur eine erfolgrei-
che Stammzelltransplantation dar. Die GvHD wird flr die transplantations-
assoziierte Mortalitat von 25% mitverantwortlich gemacht (Jarvis et al., 2003).
Die Inzidenz der akuten GvHD blieb Uber die letzten Jahre nahezu unverandert,
wahrend die Inzidenz der chronischen GvHD in den letzten 10 Jahren zunahm.
Haufig bereitet vor allem die GvHD der Haut bis heute differentialdiagnostische
Schwierigkeiten, da zum Beispiel Virusexantheme oder Arzneimittelreaktionen
zu &hnlichen klinischen Bildern fiihren kénnen und histologische Ahnlichkeiten

aufweisen kdnnen (Travnik et al., 2011a).

Die aktuelle Diagnostik und Einteilung der Graft-versus-Host-Erkrankung orien-
tiert sich an klinischen und pathologischen Kriterien. Winschenswert ware es
einen mdglichst wenig invasiven Marker als Unterstltzung flir die Diagnostik
der GvHD zur Hand zu haben. Vor allem in unklaren Fallen kénnte dieser Mar-
ker hinzu gezogen werden. Auch Therapiekonzepte, sowohl im praventiven
Sinne als auch bei bestehender GvHD konnten mit Hilfe eines solchen Biomar-

kers individuell gestaltet und angepasst werden.

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob Hsp70 als potentieller Marker hier-
fur in Frage kommen konnte. Konkret soll gezeigt werden, ob ein Zusammen-
hang zwischen den mittels ELISA gemessenen Hsp70 Protein und Antikérper
Werten und dem Risiko eine GvHD zu entwickeln besteht. Dafiur wurden Hsp70
Protein und Antikorper in Serumproben von Patienten mittels ELISA gemessen,
die daraus entstandenen Messwerte wurden ausgewertet und es wurde ver-
sucht ein Zusammenhang mit den klinisch erfassten Patientendaten nachzu-

weisen.

32



2 Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Reagenzien und Kit

Bezeichnung

Konzentration

Hersteller

Albumine, bovine serum,
BSA, A 9647-100G

Sigma, MO, USA

Albumine, bovine serum,
BSA, A 7030-100G

Sigma, MO, USA

Aqua ad iniectabilia

Delta Select, Dreieich, D

EDTA 0,4 M Invitrogen, NY, USA
Ethanol 70% Apotheke des Klinikums
rechts der Isar
Apotheke des Klinikums
Isopropanol

rechts der Isar

Natriumcarbonat

m = 105,99 g/mol

Merck, Darmstadt, D

Natriumhydrogencarbonat

99,5%, m = 84,01 g/mol

Merck, Darmstadt, D

Substrat Reagent Pack

R&D Systems, MN, USA

Sulfuric acid 99,99% Sigma, MO, USA
Triton X-100 Sigma, MO, USA
Tween 20 Calbiochem, CA, USA

Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung Kit

Hersteller

Hsp70

DuoSet IC Human/Mouse/Rat Total

R&D Systems, MN, USA

Tabelle 4: Verwendetes Kit

BSA, DuoSet Total Hsp70 und Substrat Reagent Pack wurden bei +4°C im
Kihlschrank gelagert, die Ubrigen bei Raumtemperatur (RT).
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Kitlosungen Herstellung
Diluent No.1 1% BSA in PBS; pH =7,2-7,4
. 1 mM EDTA zusammen mit 0,5% Triton X-100 in PBS;
Diluent No.4 _
pH=7,2-7,4
H.SO4 2N 5,6 ml 100% H,SO,4 ad 100 ml sterilem Wasser

Sodium Carbonat

2,12 g Na,Cos in 100 ml sterilem Wasser geldst (Lésung 1);
3,36 g NaHCOj3; in 200 ml sterilem Wasser gel6st (Losung 2);

Puffer 0,1M 8 ml Lésung 1+ 17 ml Lésung 2 + 25 ml sterilem Wasser; steril
filtriert; bei RT gelagert; pH = 9,6

Substrat Substrat Reagent Pack; 1:1 Mixtur aus Color Reagent A
(H20.,) und Color Reagent B (Tetramethylbenzidin)

PoSITWasehpufler |6 05% Tween®20 in PBS; pH = 7,2-7,4

Tabelle 5: Kitldsungen und Herstellung

2.1.2 Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller Verwendung

Phosphate Buffe- Invitrogen, Paisley,

red Saline (PBS) gem. Hersteller UK Standardpuffer

Tabelle 6: Puffer

PBS wurde bei Raumtemperatur (RT) gelagert.

2.1.3 Antikorper und Protein

Bezeichnung (Klon) Ursprung |Isotyp Konjugat Firma

. Peroxidase | Sigma, MO,

Anti Human Goat IgG conjugated | USA
R&D Sys-

anti-Hsp70, AF1663 Rabbit IgG tems, MN,
USA

. R&D Sys-

'a\l/lrzléh{gnégHspm, Mouse g/laonoclonal IgG tems, MN.,
USA

Hsp70 Protein

1.6 mg/ml; recombinant Assay De-
signs,

human

Tabelle 7: Antikérper und Protein

Alle Antikdrper und das Protein wurden alliquotiert und bei -20°C gelagert.
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2.1.4 Plastikmaterial

Artikel Hersteller

96 well EIA/RIA Plate Costar, NZ, USA

96 well Nunc-immuno Plate Thermo Fisher Scientific, Roskilde, DK
Einmalhandschuhe S/M/L Sempermed, Vienna, A
Einwegpipette Sarstedt, Nimbrecht, D
Tmi/2ml/5ml/10 ml/ 25 ml/ 50 ml

Einwegpipettenspitzen Eppendorf AG, Hamburg, D
10 pl /200 i / 300 pl / 1000 pl

Falcontubes 15 mi TPP

Falcontubes 50 ml Sarstedt, Niumrecht, D
FlUssigkeitsreservoirs 200 ml Roth, Karlsruhe, D
Reaktionsgefalle 1,5 ml /2 ml Eppendorf AG, Hamburg, D
SealPlate Roth, Karlsruhe, D

Tabelle 8: Plastikmaterial

2.1.5 Gerate

Gerit Hersteller
ELISAreader BioTek, VT, USA
Incubator Heraeus, Hanau, D
Pipette 10 ml /100 ml / 1000 mi Eppendorf, Hamburg, D
Pipette 12-Kanal BioHit Proline,

Pipette 8-Kanal Roth, Karlsruhe, D
Tischzentrifugen Heraeus, Hanau, D

Tabelle 9: Gerate und Hersteller

2.1.6 Blutserum

Material Ursprung Serum wurde enthommen von Pr_c,jekt-
zeitraum

Blut- Universitatsklinikum | Patienten der Klinik fir Hamatolo- |07/2003-

serum Regensburg g_)ie und Onkologie 08/2007

Tabelle 10: Blutserum

Flr das untersuchte Kollektiv und das als Referenz verwendete Normalkollektiv
genehmigte die Ethikkommission die Materialentnahme. Das positive Votum
der Ethikkommission der Universitatsklinik Regensburg fur die Entnahme der
Serumproben liegt vor. Die Patienten wurden Uber die Probenentnahmen auf-
geklart und erklarten schriftlich ihr Einverstandnis. Den Patienten wurde zu ver-
schiedenen Zeitpunkten Serum und EDTA-Blut abgenommen. Die Verarbeitung
erfolgte jeweils zeitnah nach der Entnahme. Alle Daten wurden in verschiede-

nen Datenbanken dokumentiert (Microsoft Excel Versionen ab 2007).
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2.1.7 Sonstiges Material und sonstige Gerate

Sonstiges Material und nicht erwahnte Gerate wurden Uber entsprechende Fir-
men, wie Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) oder Laborcenter bezogen und waren

als ,fur wissenschaftliche Zwecke geeignet* ausgewiesen.

Die Inkubationsschranke (Heraeus, Hanau, D) und Tischzentrifugen (Roth
GmbH, Karlsruhe, D), sowie samtliche Arbeitsgerate wurden regelmaRig sterili-

siert und gewartet.
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2.2 Methoden

2.2.1 Blutabnahme

Den Patienten/Probanden wurde eine oberflachlich gelegene Vene punktiert
und Blut mit dem dafiir vorgesehenen Entnahmesystem (Butterfly-Kanule, Se-
rumrohrchen siehe Abbildung 6) gewonnen. Die Serumréhrchen wurden unmit-
telbar bei RT in das Labor transportiert.

p

=_ ,

Abbildung 6: Butterfly-Kanile (links) zur vendsen Blutentnahme, Serumréhrchen (rechts) zur
Gewinnung und Transport der Blutprobe

2.2.2 Serumgewinnung

Fur die Hsp70-Analyse des Blutes mittels ELISA verwendet man Blutserum,
kurz Serum genannt. Hierbei handelt es sich um den flissigen Anteil des Blu-

tes, den man als Uberstand nach Zentrifugation der geronnen Blutprobe erhailt.

§ : Q S ! Serum mit
3 Hsp70-Ak und
Hsp70-Protein

Blutzellen

Abbildung 7: Blutserum; Abbildung modifiziert
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Der Uberstand ist klar bis triib, je nach Anteil der Lipide, Bilirubin verursacht die
gelbliche Farbung. Hsp70-Antikorper und Hsp70-Protein befinden sich in gelos-

ter Form im Serum wie in Abbildung 7 dargestellt.

Alle Arbeitsschritte waren an der Sterilbank auszufiuihren. Die Proben wurden
als potentiell infektiés behandelt und gangige Sicherheitsstandards wurden ein-
gehalten. Alle Materialien, die mit dem Patientenmaterial in Berihrung kamen,
wurden als potentiell infektids getrennt entsorgt. Leserliche genaue Beschrif-
tung der Probe mit ID, Menge, Inhalt, Datum und Kurzel des Wissenschaftlers

wurde standardisiert durchgefihrt.

Blut wurde frisch entnommen und ins Labor transportiert. Sofort nach Erhalt der
Serumrohrchens, wurde der Inhalt in ein 15 ml Falcontube Uberfihrt und da-
nach bei RT fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entnommen und ge-
vortext. Aliquots von 150 pl wurden erstellt und diese wurden unverzuglich bei

-80 °C eingefroren.
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2.2.3 ELISA

ELISA steht fur Enzym Linked Immunosorbent Assay. Es handelt sich um ein
antikorperbasiertes Nachweisverfahren (Assay), dass sich enzymatische
Farbreaktion zu Nutze macht. In diesem Falle wurden 2 verschiedene ELISA
verwendet, einer zum Nachweis des Hsp70-Antikdrpers und einer zum Nach-
weis des Hsp70-Proteins.

Materialien, die mit dem Patientenserum in Berihrung kamen, wurden als po-
tentiell infektids getrennt entsorgt. Als Arbeitsutensilien wurden bevorzugt Ein-
malartikel verwendet. Bei allen Schritten wurden Einmalhandschuhe getragen.
Bedingt durch die Sensitivitat des jeweiligen ELISA wurde zu Beginn des Arbei-
tens der Arbeitsplatz mit Ethanol gereinigt, um eventuelle Proteinspuren zu be-
seitigen.

FUr jede Inkubation wurde die Platte mit einem Sealer verschlossen und in eine
Plastikbox mit Deckel gelegt. Die Temperatur des Inkubators war standardma-
Rig auf 27 °C festgelegt.

Abbildung 8: Box mit Sealer verschlossenen ELISA-Platten (links); Inkubator mit Box (rechts)
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Bei allen verwendeten Materialien handelt es sich um sterile Einwegwaren.
Chemikalien wurden auf ihre Haltbarkeit gepruft und Rahmenparameter wie
beispielsweise der pH-Wert gepruft. Alle Reagenzien und Verdunnungen wur-
den bei RT bearbeitet und wenn nicht, unverzlglich verwendet danach auf Eis
gestellt.

Abbildung 9: Tubes fiir Probenverdiinnung (oben links); Proben verdinnt auf Eis (oben rechts);
Pipettierschritt Proben (unten)
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Final wurden die Platten mithilfe eines ELISAreaders ausgelesen und mithilfe

eines Computers ausgewertet.

Abbildung 10: ELISAreader (oben, mitte) und dazugehdriger Computer (unten)

41



2 Material und Methoden

2.2.3.1 Protokoll Hsp70-AK

Fir die Messung des Hsp70-AK wurde ein eigener ELISA entwickelt.

Folgende Schritte wurden nacheinander durchgefuhrt:

Coaten
(G.N.)

Waschen

Blocken
(Inkubation 30min)

Waschen

Proben
(Inkubation 1h)

Waschen

IgG-HRP
(Inkubation1h)

Waschen

Substrat
(Inkubation 20min)

Stoppen

Messen

Abbildung 11: Arbeitsschritte Hsp70-Antikérper-ELISA

Die Arbeitsschritte des Hsp70-AK-ELISA (siehe Abbildung 11) werden im Fol-
genden naher erlautert. Rekombinantes humanes Hsp70 wurde 1:2000 in Car-
bonatpuffer (0,1 M; pH = 9,6) verdinnt. 96-well-Platten wurden mit 100 pl dieser

Ldsung pro well gecoated und U.N. bei +4°C im Kuhlschrank inkubiert.

Am nachsten Tag wurde die Platte 3x mit dem Waschpuffer (250 ul/well) gewa-
schen. Geblockt wurde mit 150 pl/well Diluent No.1 fir 30 min im Inkubator. Die
Serumproben wurden 1:100 in PBS auf Eis vorverdlinnt. Der Standard Hsp70-
Ak wurde ebenfalls auf Eis vorverdinnt (1:800; 1:400; 1:12,5). Die Platten wur-

den erneut gewaschen (wie oben beschrieben), dann wurden 100 ul/well der
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Probe aufgetragen und daraufhin wurden die Platten mit aufgetragener Probe
fur 1 h im Inkubator platziert. Abermals wurde (s.0.) gewaschen. IgG-HRP (=
horseradish peroxidase) wurde 1 : 10.000 in PBS/T verdinnt und 100 pl/well
aufgetragen. Erneut wurde fir 1 h im Inkubator inkubiert. Ein letztes Mal wurde
(s.0.) gewaschen und dann wurde 100 pl/well Substrat Solution aufgetragen
und daraufhin wurden die Platten fir 20 min in den Inkubator gestellt. Die
Farbreaktion wurde mit 2 N Schwefelsaure (50 pl/well) gestoppt. Danach wur-
den die Samples bei der Wellenlangen 450 nm und gegen die Referenzwellen-
lange 570 nm am ELISAreader gemessen. Zusammenfassend sind in Abbil-
dung 12 die Kernschritte des Hsp70-AK-ELISA grafisch dargestelit.

e n __a>
@) Hsp70-Protein
Hsp70-Ak:
Probe
%
ﬁ,{\ IgG-HRP
< S
< -5
§‘§ Substrat ol
Stopp
Waschen

Abbildung 12: Ubersicht Hsp70-AK-ELISA (modifiziert nach
http://exploreable.files.wordpress.com /2011/05/ch4f35.jpg)
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2.2.3.2 Protokoll Hsp70-Protein

Fir die Hsp70-Protein Messung wurde das DuoSet IC Human/Mouse/Rat Total
Hsp70 von der Firma R&D Systems, MN, USA als Grundlage verwendet. Im
Allgemeinen wurden die Anweisungen des Kits befolgt. Es wurde modifizierend
in das Protokoll eingegriffen, um den ELISA flr unsere Zwecke verwenden zu

konnen.

HRP
/l HRP-conjugated
Detection Antibody

O()Analyte

TOTmMON ™™ >

Rp  TMBSubstrate

Detection Annbody \“
Analyte
Stop

Yellow
(apture Antibody

R&D Systems, Inc.

Abbildung 13: Ubersicht Hsp70-Protein-ELISA; R&D Systems

In Abbildung 13 ist oben links angeschnitten die 96-well-Platte dargestellt. Die
lilafarbenen (Analyte) Punkte stellen das zu analysierende Serum dar. Dieses
bindet den, auf dem Boden der Platte befindlichen, grin/blauen Antikérper
(Capture Antibody). Um die enzymatische Farbreaktion zu nutzen, wird ein roter
Antikorper (Detection) bendtigt, der mit HRP (= horseradish peroxidase) konju-

giert wurde.
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Mit Hilfe dieser Reaktion kann farbkodiert, durch das Substrat (blue), der
Hsp70-Protein-Gehalt dargestellt werden. Final wird die enzymatische Reaktion

gestoppt (yellow) und ausgelesen. Stoppvorgang siehe auch Abbildung 14.

Abbildung 14: Pipettierschritt Stoppvorgang
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Coaten
(G.N.)

Waschen

Blocken
(Inkubation 2h)

Waschen

Proben
(Inkubation 2h)

Waschen

Detection
(Inkubation 2h)

Waschen

Streptavidin-HRP
(Inkubation 20min)

Waschen

Substrat
(Inkubation 20min)

Stoppen

Messen

Abbildung 15: Arbeitsschritte Hsp70-Protein-ELISA

Im Folgenden werden diese Arbeitsschritte, in Abbildung 15 als Ubersicht dar-
gestellt genauer erlautert. Zum Coaten wurde der Capture-Antikdrper 2,0 pg/ml
in PBS verdlinnt, 100 pl/well wurden G.N. bei RT inkubiert. Am nachsten Tag
wurde zuerst 3x mit 300 yl Waschpuffer gewaschen. Geblockt wurde mit Di-

luent No.1 250 ul/well dann wurden die Platten fur 2 h im Inkubator platziert.

Proben und Standard wurden in Diluent No.4 verdinnt. Die Verdinnung wird so
eingestellt, dass die Probe in einem linearen Normbereich der Standardkurve

liegt. Der hochste Standard war 10.000 pg/ml und wurde in 7 Schritten herunter
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verdunnt. 100 pl/well wurden aufgetragen und fur 2 h in den Inkubator gestellt.
Abermals wurde (s.0.) gewaschen. Der Detection-Antikdrper wurde in die Kon-
zentration 100 ng/ml in Diluent No.1 gebracht. 100 pl/well wurden fur weitere 2
h im Inkubator belassen. Der Waschschritt wurde wiederholt (s.0.), daraufhin
wurde 1,0 ml Streptavidin in Diluent No.1 verdinnt und 100 ul/well fir 20 min in
den Inkubator gestellt. Ein letztes Mal wurde gewaschen (s.0.), dann wurden
100 pl/well der Substrat Solution fur 20 min im Inkubator gelagert. Die Farbre-
aktion wurde mit 2 N Schwefelsaure (50 ul/well) gestoppt. Danach werden die
Samples bei der Wellenlangen 450 nm und gegen die Referenzwellenlange

570 nm am ELISAreader gemessen.

Die oben aufgefuhrten Arbeitsschritte sind in Abbildung 16 nochmals grafisch

dargestellt.
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Abbildung 16: Arbeitsschritte Hsp70-Protein ELISA
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2.2.4 Standard Laborparameter

Bei allen im Ergebnisteil mitgeteilten Werten handelt es sich um Routinebefun-
de des Instituts fur Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin des Universi-
tatsklinikums Regensburg. Sie unterliegen dem deutschen Standard fur Labor-

diagnostik.

2.2.5 Bildbearbeitung

Bildaufnahmen wurden mit einer Digitalkamera von Casio gemacht. Anschlie-
Rend auf einen PC Ubertragen und mit Adobe Photoshop oder Paint bearbeitet.
Graphen und Schaubilder wurden mit Microsoft Excel, Sigma Plot oder IBM
SPSS-Statistics® herstellt.

2.2.6 Statistik

Fehlerbalken resultieren aus dem SEM (Standardfehler), die Quantifizierung
erfolgt aus mindestens drei voneinander unabhangigen Messungen, zumeist
jedoch mehr. Statistische Auswertungen wurden mit Microsoft Excel oder IBM
SPSS-Statistics® angefertigt.

Anderweitige statistische Auswertungen wurden mit Hilfe des Institut fir medizi-
nische Statistik und Epidemiologie (IMSE) am Klinikum rechts der Isar der
Technischen Universitat Minchen durch Dr. Schuster erstellt. Folgende statisti-
sche Tests wurden zur Analyse der Daten verwendet: T-Test, Wald-Chi-
Quadrat-Test, Log-Rank-Test (Mantel Cox). Daraus wurden Parameterschatzer,
sowie verallgemeinerte Schatzungsgleichungen erstellt. Des Weiteren wurden
verallgemeinerte lineare Modelle, unter anderem mit Hilfe der Quasi-Likelihood-

Funktion unter Berlcksichtigung verschiedener Kriterien, erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenmaterial

Die Serumproben der Patienten wurden von Mitarbeitern der Klinik und Polikli-
nik Innere Medizin Il (Abteilung fir Hamatologie und Onkologie) der Universi-
tatsklinik Regensburg entnommen und gesammelt. Die Erfassung der Patien-
tendaten und Proben erstreckte sich Uber den Zeitraum vom Juli 2003 bist Au-
gust 2007, danach erfolgte eine regelmaRige und engmaschige Uberwachung
(,Follow-up®) der Patienten in der Transplantationsambulanz des Klinikums der
Universitat Regensburg. Vor Ort wurden im Januar 2011 die aktuell vorliegen-
den Daten anhand der vorliegenden Patientenakten von mir erhoben. Eine Ge-
nehmigung der Ethikkomission durch das Klinikum der Universitat Regensburg

liegt fur das Vorhaben vor.

Insgesamt wurden 52 Patienten in die Studie eingeschlossen. Bis zum Ende
der Untersuchung Uberlebten 24 Patienten. 8 der Patienten mit ALL/AML ver-
starben an den Folgen eines Rezidivs der Leukamie, in einzelnen Fallen war
dies mit einer Sepsis assoziiert (n = 3). Multiples Organversagen (n = 2), Graft-
versus Host Disease (n = 4), Blutungen oder embolische Ereignisse (n = 2),
sowie Infektionen wie Toxoplasmose, EBV, Pneumonie oder Pilzinfektionen (n
= 6) wurden als weitere Todesursachen erhoben. Teilweise wurden auch meh-

rere der oben genannten Ursachen als Todesursache angegeben.

Das durchschnittliche Gesamtiberleben aller Patienten betragt 30,4 Monate.
Das Gesamtuberleben der untersuchten Patienten bis zum letzten Beobach-
tungszeitpunkt (,last follow-up®) betrug 1 Monat bis 74 Monate. Weiterhin wur-
den wichtige klinische Ereignisse, wie z.B. schwere Infektionen, GvHD-
assoziierte-Ereignisse und das Auftreten von anderen bosartigen Erkrankungen

dokumentiert.

49



3 Ergebnisse

Als Laborwerte wurde die Anzahl der Leukozyten, Thrombozyten, die LDH
(Laktat-Dehydrogenase), das Hamoglobin, CRP (C-reaktives Protein) und
Temperatur dokumentiert. Auch die Medikation betreffenden Daten (Immun-

suppressiva, Prophylaxe, GvHD-Behandlung) wurden von mir erhoben.

Die Serumproben der Patienten wurden zu 8 definierten Zeitpunkten entnom-
men (siehe Tabelle 11). Diese Zeitpunkte reichen von der Entnahme vor Kondi-
tionierung bis mindestens 80 Tage nach der Knochenmarktransplantation. Die

entnommenen Proben wurden unmittelbar nach der Entnahme kryokonserviert.

nas- N ) Perzentile

E;:i‘:;ﬂngts Gilltig Fehlend e 2,5 25 75 97,5
1 52 0 -21,00 -181,68 -33,00 -10,25 -4,33
2 52 0 +17,00 -1,05 15,00 20,00 166,85
3 52 0 +27,00 13,65 21,00 34,00 185,75
4 52 0 +40,00 18,98 33,00 47,50 228,85
5 43 0 +77,00 26,00 41,00 84,00 182,30
6 39 0 +141,00 22,00 78,00 168,00
7 29 0 +169,00 41,00 84,00 348,50
8 21 0 +342,00 62,00 139,50 504,00

Tabelle 11: Zeitpunkte der jeweiligen Probeentnahme pro Patient

Die Entnahmezeitpunkte 1-8 befinden sich in der linken Spalte, die Anzahl der
Messungen (N), hier als ,gultig* bezeichnet sind in der zweiten Spalte von links
aufgefuhrt. Die Spalte ,Median‘ gibt die Entnahmezeitpunkte an, welche in Ta-
gen vor (-) oder nach (+) Transplantation angegeben sind. Die Perzentilen zei-

gen die statistische Streuung der erhobenen Werte an.

Durchschnittlich wurden die Serumproben 20 Tage vor Transplantation (als
Zeitpunkt d-20 bezeichnet) und im Verlauf jeweils an d+20, d+30, d+40, sowie
d+80 abgenommen. Die exakten Zeitpunkte kdnnen aus Tabelle 11 enthommen
werden und wurden mittels Berechnung des Median zu den jeweils spezifi-

schen Entnahmezeitpunkten eines jeden Patienten berechnet.
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Bis d+40 wurden bei allen 52 Patienten zu regelmafigen Zeitpunkten Proben
entnommen, siehe auch (Abbildung 17) Nach diesem Zeitpunkt wurden die

Proben zu zunehmend unregelmaliigeren Zeitpunkten entnommen.

vor
Konditionierung> d+20 > d+30 > d+40 > d+80 >

Abbildung 17: Entnahmezeitpunkte der Serumproben im Uberblick

In Abbildung 17 sind die Entnahmezeitpunkte der Serumproben im Einzelnen
fur jeden der 52 im Kollektiv untersuchten Patienten dargestellt. Die Patienten
sind als ldentifikationsnummern (ID) 1-52 auf der x-Achse zu den Entnahme-

zeitpunkten (in Tagen vor bzw. nach Knochenmarktransplantation) aufgetragen.

Gut erkennbar in Abbildung 18 ist die RegelmaRigkeit und Vollstandigkeit der
Probeentnahmen bzw. der zugehdrigen Zeitpunkte zu Beginn, sowie die ten-

denzielle Unregelmafigkeit und Unvollstandigkeit ab d+90 und dartber hinaus.
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Abbildung 18: Ubersicht der Probeentnahmezeitpunkte pro Patient
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3.2 Auswertung der Daten

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Instituts fur medizi-
nische Statistik und Epidemiologie (IMSE), Klinikum rechts der Isar der Techni-

schen Universitat Miinchen.

3.2.1 Patientenkollektiv

Bei allen Patienten im untersuchten Kollektiv lag eine Leukamie oder eine an-
dere maligne hamatologische Erkrankung als Diagnose zu Grunde. In Tabelle
12 sind die Diagnosen der Patienten als Ubersicht dargestellt. Die meisten Pa-
tienten (n = 22) wiesen als Diagnose eine akute myeloische Leukamie (AML)
auf. Dieses Erkrankungsbild entspricht 42% der Erkrankungen im Kollektiv. Als
zweithaufigste Erkrankung (n = 11) erwiesen sich die Non-Hodgkin Lymphome
(NHL), welche die Multiplen Myelome (MM) (n = 6) beinhalten und 22% der Di-
agnosen darstellen. Die Entitat der akuten lymphatischen Leukamie (ALL) (n =

9) stellt mit 17% die dritthaufigste Diagnose im Kollektiv dar.

dingnaaie | euden | percent (%)
AML 22 42
NHL 11 22
ALL 9 17
others 5 9
CML 3 6
CLL 2 4

Tabelle 12: Zugrundeliegende Diagnose (= underlying diagnosis), Anzahl der Patienten (=
number of patients included = n), Prozentangabe (= percent %); AML = akute myeloische Lek-
amie, NHL = Non-Hodgkin-Lymphom, ALL = akute lymphatische Leukamie, others = sonstige
Erkrankungen, CML = chronische myeloische Leukamie, CLL =chronische lymphatische Leu-

kamie

Zu den sonstigen Erkrankungen (others) zahlen myelodysplastische Syndrome
(MDS), myeloproliferative Erkrankungen wie beispielsweise Osteomyelofibrose

(OMF), die paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie (PNH) als korpuskulare
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hamolytische Anamie mit erworbenem Membrandefekt und unspezifische ma-

ligne hamatologische Erkrankung (MHD; malignant haemological disorder).

Die chronische myeloische Leukamie (CML) (n = 3) wurde hier auf Grund der
besseren Ubersichtlichkeit separat aufgefihrt, kann aber zu den chronischen

myeloproliferativen Erkrankungen gezahlt werden.

Bei der seltensten Diagnose im untersuchten Kollektiv handelt es sich um die
chronische lymphatische Leukamie (n = 2) (CLL) mit einem Anteil von 4% der

Gesamtdiagnosen.

Maligne hamatologische Erkrankungen kénnen als primare oder sekundare Er-
krankungen auftreten. In Tabelle 13 ist die Verteilung der primaren und sekun-
daren Erkrankungen im untersuchten Patientenkollektiv als Ubersicht darge-

stellt.

number of patients (n) percent (%)
primary disease 41 79
secondary disease 11 21

Tabelle 13: Anzahl der Patienten (= number of patients) mit primarer Erkrankung (= primary

disease) und sekundarer Erkrankung (= secondary disease), Prozentangabe (= percent%)

41 der untersuchten Patienten im Kollektiv wiesen eine primare maligne hama-
tologischen Erkrankung auf (79%). Als primare Erkrankungen werden hier sol-
che bezeichnet, denen keine weitere Erkrankung, auch keine weitere maligne
hamatologische Erkrankung zu Grunde liegt oder damit einhergeht. Die Risiko-
faktoren entsprechen in diesem Fall den allgemeinen Risikofaktoren einer Leu-
kamie. Eine sekundare Erkrankung wurde bei 11 der Patienten (21%) nachge-
wiesen, hier liegt eine andere hamatologische Erkrankung zu Grunde, die zur
Entstehung einer Leukamie beitragt. Beispiele dieser Grunderkrankungen sind
das myelodysplastische Syndrom, das Plasmozytom, Morbus Hodgkin, das
Non-Hodgkin-Lymphom und die essentielle Thrombozythamie aus dem Panel
der hamatologischen Erkrankungen. Eine durchgeflhrte immunsuppressive

Therapie, wie z.B. Chemotherapie und/oder Strahlentherapie als Risikofaktoren
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fur sekundare hamatologische Erkrankungen bei Mammakarzinom, Schilddri-
senkarzinom, Hodenkarzinom, Nierenzellkarzinom und Morbus Crohn waren

ebenfalls zu jeweils n = 1 im Kollektiv vorhanden.

Die Altersverteilung der Patienten lag zwischen 23 bis 64 Jahren, das mediane
Alter der Gesamtanzahl an Patienten betrug 50,2 Jahre. Der geschlechtsbezo-
gene Medianwert betrug bei den Frauen 50,4 Jahre und bei den Mannern 50,1
Jahre, wobei die Altersverteilung der Manner einen grof3eren Bereich abdeckte.
Das Patientenalter wurde jeweils zum Zeitpunkt der hamatopoetischen Stamm-
zelltransplantation bestimmt. In Tabelle 14 ist die Alters- und Geschlechterver-
teilung des Kollektivs dargestellt. Von den insgesamt 52 Patienten waren 22
Patienten weiblich (42,3%) und 30 mannlichen Geschlechts (57,7%).

median age (years)
gender
at SCT (range)
female (n = 22) 50,4 (40-63)
male (n = 30) 50,1 (23-64)
overall patients (n = 52) 50,2 (23-64)

Tabelle 14: Geschlecht (Anzahl = n): female = weiblich, male = mannlich, overall = gesamt und

Alter (Median, in Jahren) bei SCT = Stammzelltransplantation
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In Abbildung 19 ist die bereits erlauterte Alters- und Geschlechtsverteilung als
Boxplot dargestellt. Diese graphische Darstellung verdeutlicht die ahnlichen
Medianwerte bei beiden Geschlechtern. Aufgrund der sehr ahnlichen Median-

werte lassen sich beide Gruppen gut vergleichen.
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4T T

50,0

40,0
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Alter bei SCT

Geschlecht

Abbildung 19: Alter bei Stammzelltransplantation
(= SCT); Geschlecht f = weiblich, m = mannlich

3.2.2 Messungen: Hsp70-Protein und Antikorper

Pro Patient wurden zum jeweiligen Entnahmezeitpunkt der Serumprobe insge-
samt 4 Messungen (n = 4) an unterschiedlichen Tagen gemacht. Die Messun-
gen erfolgten mittels ELISA-Technik nach der im Kapitel "Material und Metho-
den" erlauterten Methode. Es wurden jeweils Hsp70-Protein- und Antikorper-
Gehalte bestimmt. In wenigen Ausnahmefallen, wenn z.B. zu wenig Probenma-
terial vorhanden war oder die Messung aus unbekannten Grinden technisch
nicht ordnungsgemaf funktioniert hat gibt, es Abweichungen von der Anzahl
der gemessenen Proben pro Patient. Bei den im Folgenden angegebenen Wer-
ten handelt es sich sowohl bei den Proteinwerten, als auch bei den Antikorper-
werten um Mittelwerte, die aus den 4-fach gemessenen Serumproben errech-

net wurden.
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Wie in den folgenden Abbildungen darstellt, zeigten die Verlaufe der Hsp70-

Protein Messungen ein heterogenes Muster auf.

In Abbildung 20 sind die Verlaufe der gemessenen Proteinmittelwerte (pg/ml)
geordnet nach Patient (1-52) dargestellt. Der Zeitverlauf auf der x-Achse ist in
Tagen vor beziehungsweise nach Stammzelltransplantation eingeteilt und ist
vorliegend auf 1000 Tage als Maximum festgelegt. Der Zeitpunkt der Stamm-
zelltransplantation ist mit einer roten gestrichelten senkrechten Linie in der je-

weiligen Patientengraphik markiert.
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Abbildung 20: Gesamtverlaufe der Hsp70-Protein Messungen (pg/ml) fur Patienten 1-52 als

Ubersicht. Zeitangabe in Tagen seit SCT (= Stamzelltransplantation)

56




3 Ergebnisse

In Abbildung 21 sind in einem Zeitraum von 200 Tagen dargestellt die Hsp70-
Protein-Verlaufe aller Patienten dargestellt. In diesem Zeitraum erfolgten die

Blutentnahmen der Serumproben regelmaRig.
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Abbildung 21: Gesamtverlaufe der Hsp70-Protein Messungen (pg/ml) fur Patienten 1-52 als

Ubersicht. Zeitangabe in Tagen seit SCT (= Stammzelltransplantation)

Auch in diesem Zeitfenster stellen sich die Verlaufe der Hsp70-Protein Mittel-
werte heterogen dar. Einige Verlaufe, wie z.B. die der Patienten 1-5, sowie 42-
45 weisen hinsichtlich der Hsp70-Protein-Werte einen eher gleichbleibenden
Verlauf auf, der keine auffalligen Peaks (Spitzen) aufweist. Die Patienten 42-45

weisen im Vergleich zu 1-5 ein héheres Niveau der Hsp70-Proteinwerte auf.

Die Mehrzahl der zeitlichen Verlaufe zeigen einen Anstieg in den Hsp70-

Werten. Die Patientengruppen 6-13 und 50-52 weisen diese Tendenz auf.
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Die Steigung in den Hsp70-Protein-Werten kann langsam (flacher Verlauf) z.B.

Patient 8 oder schnell (steiler Verlauf) z.B. Patient 10 erfolgen.

Neben den eher konstanten und im Verlauf ansteigenden Verlaufen weisen ei-
nige der Patienten hohere Spitzenwerte (Peaks) als andere auf. Die Patienten
16-49 weisen mehrere hohe Spitzen im Verlauf auf. Beispielsweise liegt bei Pa-
tient 26 ein eher geringerer Peak zu Beginn des zeitlichen Verlaufs vor, wohin-
gegen beispielsweise bei Patient 43 zwei eher hohe Peaks vorliegen und zum
Beispiel Patient 48 einen hohen Peak gegen Ende des zeitlichen Verlaufs vor-

weist.

Zusammenfassend sind die Verlaufe als heterogen zu bezeichnen, jedoch las-
sen sich innerhalb der Gesamtlbersicht kleinere Gruppen von Patienten ab-
grenzen, dessen Verlaufe ahnlich erscheinen. Die vorliegenden Patientenver-
laufe anhand der Grafik kdnnten in eine ,konstante®, eine ,tendenziell anstei-

gende” und eine sich durch ,peaks” auszeichnende Gruppierung aufteilen.

Um die Messungen zu quantifizieren ist es wichtig zu Uberblicken, in welchen
Messbereichen sich die gemessenen Hsp70-Protein und Antikdrperwerte be-
wegen. Hierbei ist es von Interesse, die Veranderung der Werte vor und nach
Stammzelltransplantation genauer zu betrachten. In Tabelle 15 sind die Veran-
derungen dieser Werte dargestellt: 1 = vor Stammzelltransplantation, 2 = nach
Stammzelltransplantation. Aufgrund der relativ groRen Schwankungen wurde

der Medianwert fur die Darstellung ausgewahlt.

N Perzentile
Erhebung Mittelwert Median Star.ldardab Minimum | Maximum
Giiltig weichung 25 75
value protein 1 52 3333 2753 2080 534 11383 2013 4014
(mean pg/ml) 2 52 3799 3016 3164 117 18325 2088 4123
value antibody 1 52 15 83 120 2 612 33 150
(mean ng/ml) 2 52 84 65 81 9 525 39 106

Tabelle 15: Hsp70 Protein Mittelwerte (pg/ml) und Hsp70 Antikérper Mittelwerte (ng/ml), Medi-
an, Standartabweichung, Range und Perzentilen fir alle Untersuchten Patienten zusammenge-

fasst. 1 = vor Stammzelltransplantation, 2 = nach Stammzelltransplantation.
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Die Hsp70-Protein-Werte liegen im Median vor Stammzelltransplantation (SCT)
bei 2753 pg/ml und steigen bis zur ersten Messung nach SCT auf 3016 pg/ml
an. In einem von Kathrin Hube gemessenen Kollektiv gesunder Spender (n =
20), das als Vergleichskollektiv herangezogen wurde, belaufen sich die Werte
der Hsp70-Proteins im Mittel auf 2579 pg/ml, der Median betragt 2624 pg/ml.
Der Median im Vergleich ist in Abbildung 22 dargestellit.

Im Vergleich zu den gesunden Spendern sind die Hsp70-Protein-Serumwerte
bei Leukamiepatienten und Patienten mit anderen hamatologischen Erkrankun-

gen erhoht.
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Abbildung 22: Hsp70-Protein (pg/ml) Normalkollektiv, vor und nach SCT
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Eine erste Unterteilung der gemessenen Hsp70-Protein-Werte erfolgte in Bezug
auf das Geschlecht. Es lie} sich feststellen, wie in Abbildung 23 dargestellt,
dass die Hsp70-Protein-Werte der Manner tendenziell etwas hohere Messwerte
aufwiesen, als die der weiblichen Patienten. Die weiblichen Patienten wurden

mit 1 und die Manner mit 2 bezeichnet.
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Abbildung 23: Hsp70-Protein (pg/ml) Gesamtverteilung aufgeteilt nach Geschlecht:

1 = weiblich, 2 = mannlich
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Des Weiteren wurden die gemessenen Hsp70-Protein Mittelwerte nach Ge-
schlecht und Zeitpunkt (vor und nach SCT) aufgeteilt, um potentielle Unter-
schiede zwischen Mannern und Frauen feststellen zu kdnnen. In Abbildung 24
wurden die Frauen mit f bezeichnet und die Gruppe der Manner mit m darge-
stellt. Die blauen ausgeftllten Boxen (1) stellen die Messung vor SCT und die

grunen Boxen (2) stellen die erste Messung nach SCT dar.
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Abbildung 24: Hsp70-Protein (pg/ml) jeweils vor (1, blau) und nach (2, griin) Stammzelltrans-

plantation (SCT); nach Geschlecht f (= female, weiblich) und m (= male, mannlich) aufgeteilt

Der Hsp70-Protein Mittelwert ist in der Gruppe der Frauen leicht abfallend, be-
trachtet man den Median, fallt dieser von 2884 pg/ml vor SCT auf 2463 pg/mi
nach SCT. Bei den mannlichen Patienten steigt der Hsp70-Protein Mittelwert
von 2753 pg/ml vor SCT auf 3196 pg/ml nach SCT. In Tabelle 16 sind die Zah-
lenwerte aufgefuhrt. Zu beachten ist, dass die Werte eine hohe Standardabwei-
chung aufweisen. Wirde man den Mittelwert betrachten, steigt dieser auch bei
den weiblichen Patienten von 3404 pg/ml vor SCT auf 3592 pg/ml nach SCT

an.
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Gender

N

Giiltig

Mittelwert

Median

Standardab
weichung

Minimum | Maximum

Perzentile

25

75

value protein
(mean pg/ml)

22

3404

2884

2305

834

11383

2012

4239

22

3592

2463

3203

1262

14122

1928

3571

30

3282

2753

1937

534

10460

1953

4118

30

3951

3196

3182

117

18325

2432

4521

value antibody
(mean ng/ml)

22

112

98

82

305

44

161

22

70

60

39

167

45

96

N[=2N][=2]DN=N] =

30

17

79

142

©|N|©

612

32

127

30

94

71

101

525

35

112

Tabelle 16: Hsp70-Protein (pg/ml), Hsp70-Antikérper (ng/ml) Mittelwerte, unterteilt nach Ge-

schlecht (gender): f = weiblich m = mannlich. 1 = Messung vor SCT, 2 = Messung nach SCT.

Mittelwerte, Median, Standardabweichung, Range und Perzentilen jeweils von Messung 1 und 2

aller Patienten

Betrachtet man die Hsp70-Antikorper Medianwerte kann festgestellt werden,

dass die Werte hier, im Gegensatz zu den Proteinwerten, vor SCT hoher liegen

und nach SCT abfallen. Wie aus Tabelle 16 zu entnehmen ist, liegen die Werte
vor SCT bei 83 ng/ml im Median, nach SCT fallt der Medianwert auf 65 ng/ml
ab. Der Median des Normalkollektivs betragt 46 ng/ml.

Abbildung 25: Hsp70-Antikérper (ng/ml) Normalkollektiv, vor SCT und nach SCT

Hsp70-Antikérper (ng/ml)

1000
800 b
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L ] L ]
400 -

° ®
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o = % & %
T T T
Normalkollektiv vor SCT nach SCT

In Abbildung 25 ist der tendenziell geringere Median des Normalkollektivs
(schwarze Linie in Box) erkennbar.
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3 Ergebnisse

Die Mittelwerte des Hsp70 Antikérpers im untersuchten Kollektiv liegen bei 115
ng/ml vor SCT und 84 ng/ml nach SCT. Der Mittelwert im Normalkollektiv be-
tragt 139 ng/ml. Im Vergleich zum vorliegenden Normalkollektiv (n = 19) liegen
diese Mittelwerte deutlich darunter. Da die immunologische B-Zell-Antwort eng
mit der Hsp70 Antikdrper-Produktion zusammenhangt, war zu erwarten, dass
der Hsp70 Antikorper-Wert unter Konditionierungs- beziehungsweise Trans-
plantationsbedingungen erniedrigt ist. Daher sind die im Kollektiv gemessenen

Werte auch hier mit den im Normalkollektiv gemessenen Werten vergleichbar.

Die Auswertung der Messungen des Hsp70-Antikdrpers (ng/ml) ergab Folgen-
des: Die gemessenen Werte der Frauen sind tendenziell hdher als die der
Manner und erstrecken sich Uber einen groReren Messbereich (Range). Die
mannlichen Patienten hingegen weisen im Vergleich niedrigere Werte auf und

bewegen sich zudem in einer kleineren Range. Siehe Abbildung 26.
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Abbildung 26: Hsp70-Antikérper (ng/ml) Gesamtverteilung aufgeteilt nach Geschlecht:

1 = weiblich, 2 = mannlich
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3 Ergebnisse

Die weitere zeitliche Aufteilung, in 1 = vor SCT und 2 = nach SCT, ergibt hier
bei den weiblichen Patienten (f) eine fallende Tendenz, wenn die Werte vor und
nach SCT verglichen werden. Wie in Abbildung 27 dargestellt, ergibt die Grup-
pe der Manner (m) eher gleichbleibende, allenfalls leicht abfallende Werte der

Hsp70-Antikorper-Werte im Vergleich vor und nach SCT.
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Abbildung 27: Hsp70-Antikdrper (ng/ml) jeweils vor (1, blau) und nach (2, griin) SCT,

sowie aufgeteilt nach Geschlecht f (= female, weiblich) und m (= male, mannlich)

64
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Der Gesamtverlauf aller Hsp70-Protein Werte zeigt in der Ubersichtsdarstellung
(Abbildung 28) vor der SCT (in der Graphik mit einer vertikalen blauen Linie
dargestellt) einen leichten Abfall (rote Linie), nach der SCT steigen die Werte
leicht an. Im Gesamtverlauf wirkt es in Abbildung 28 als ob die Werte im weite-
ren Verlauf tendenziell eher abfallen. Als schwarze Kreise sind die einzelnen
Messungen (Mittelwerte) aller 52 Patienten dargestellt, die rote Linie reprasen-

tiert die Trendlinie im Verlauf.

In Abbildung 29 sind die ersten 100 Tage nach SCT (d) vergrofRert dargestellt
um den Verlauf besser darzustellen. Hier zeigt sich im Verlauf ein Anstieg in 2
Stufen: der erste kleine Peak befindet sich zeitlich ca. bei d+10 und der zweite
bei ca. d+50.
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Abbildung 28 und Abbildung 29: Hsp70-Protein (pg/ml) aller 52 Patienten (schwarze Blaschen)
in Tagen seit SCT (= Stammzelltransplantation) im Gesamtverlauf und die ersten 100 Tage
vergréRert dargestellt (rechte Abbildung), vertikale Linie bei 0 = Zeitpunkt der SCT; Trendlinie

(rote Linie)
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Die Hsp70-Antikorper-Werte betreffend bestatigt die folgende Abbildung 30 die
bereits genannten Ergebnisse: Nach SCT (hier ebenfalls als vertikale Linie bei
0) sinken die Werte insgesamt ab. Dann verhalten sich die Werte konstant und

stagnieren tendenziell auf gleichbleibendem Niveau.
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Abbildung 30: Hsp70-Antikérper Mittelwerte (ng/ml) aller 52 Patienten (schwarze Blaschen) in
Tagen seit SCT (= Stammzelltransplantation) im Gesamtverlauf, vertikale Linie bei 0 = Zeitpunkt
der SCT; Trendlinie (rote Linie)
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3.2.3 Hsp70-Protein und GvHD

Im Folgenden werden nur die Werte des Hsp70-Proteins aufgeflhrt, da die

Hsp70-Antikorper Werte keine signifikanten Unterschiede aufweisen.

Die Erfassung der Daten bezogen auf eine GvHD lie} sich bezogen auf die
Schwere der Erkrankung und die Organspezifitat betreffend nur unvollstandig
aus den klinischen Dokumentationen entnehmen. Die Verteilung der GvHD im
Kollektiv ist im folgenden Diagramm dargestellt. Der Erkrankungsmodus wurde
jeweils am Tag der Probeentnahme erfasst. Auf Grund des Entnahmezeitrau-
mes ab 2003 ist diese nicht ausschliel3lich auf Grundlage der aktuellen NIH-
Klassifikation erfolgt. Im Kollektiv von insgesamt 52 untersuchten Patienten,
wiesen 10 Patienten (19%) keine GvHD auf, 25 Patienten (48%) erlitten eine
akute GvHD (aGvHD), weitere 10 Patienten (19%) erkrankten zusatzlich zu ei-
ner aGvHD an einer chronischen GvHD (cGvHD) und 7 Patienten (14%) entwi-
ckelten eine cGvHD ohne vorausgehende aGvHD. Auf Grund teilweise unvoll-
standiger Dokumentation konnte eine Auswertung hinsichtlich der von GvHD

betroffenen Organe nicht erfolgen.

.~ cGvHD
p Tl 14%
" a+cGvHD h
19%

Abbildung 31: Verteilung nach Art der GvHD Erkrankungen im Kollektiv

Berechnet wurde nun die vorhersagbare Wahrscheinlichkeit fur eine GvHD zum

Zeitpunkt der Serumprobeentnahme. In Abbildung 32 ist diese Wahrscheinlich-
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keit (in Prozent) auf der y-Achse aufgefuhrt. Die Mittelwerte des Hsp70-Protein-
Wertes wurden zwecks ubersichtlicherer Darstellung durch 1000 geteilt und
sind auf der x-Achse dargestellt. Das Patientenalter bei SCT ist anhand der
Grolke der Kreise erkennbar, je groRer die Kreise, desto alter der Patient (siehe
Legende Abbildung 32).

Die Einteilung nach Geschlecht erfolgte anhand der Farben: f = blau = weiblich,

m = grin = mannlich.
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Abbildung 32: Zusammenhang zwischen der Wahrscheinlichkeit eine GvHD zum Zeitpunkt der
Probeentnahme und den gemessenen Hsp70-Protein Werten ((pg/ml)/1000) mit einbezogenem
Alter zum Zeitpunkt der SCT und Geschlecht.

68
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Es zeigt sich anhand Abbildung 32 und den dazugehérigen Berechnungen ein
signifikanter Zusammenhang (p-Wert: 0.016) zwischen den gemessenen Hsp70
Protein-Werten ((pg/ml)/1000) und dem Risiko eine GvHD zu entwickeln. Bei-
spielsweise ist das Risiko einer GvHD bei einem Hsp70-Protein-Werten von
10 000 pg/ml bei ca. 30%.

Je grolRer die Kreise in der Abbildung dargestellt sind, desto héher das Alter
des Patienten. Tendenziell weisen altere Patienten hohere Hsp70-Protein-
Werte, sowie ein hoheres Risiko eine GvHD zu entwickeln auf. Frauen (blau
dargestellt) zeigen hier tendenziell ein erhdhtes Risiko an einer GvHD zu er-
kranken. Manner (grin dargestellt) weisen tendenziell ein geringeres Risiko fur

die Entwicklung einer GvHD auf.

Die meisten berechneten Wahrscheinlichkeitsangaben auf eine GvHD bezogen
befinden sich im Bereich bis 50%, daher lassen sich oben genannte Fakten in

Abbildung 33 noch detaillierter darstellen.
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Abbildung 33: Zeitpunkt der Probeentnahme und den gemessenen Hsp70-Protein Werten
((pg/ml)/1000) mit einbezogenem Alter zum Zeitpunkt der SCT und nach Geschlecht.

69
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Um die Beschreibung der Abbildungen 32 und 33 quantitativ darzustellen wurde

die Berechnungsgrundlage des zugrundeliegenden statistischen Modells analy-
siert.

95% Wald- 95% Wald-Konfidenzintervall
Regressionsko Konfidenzintervall et fiir Odds Ratio
Parameter gress Standardfehler Odds Ratio
effizientB Wald-Chi- ;
Unterer Wert |Oberer Wert df Sig. Unterer Wert | Oberer Wert
Quadrat
(Konstanter Term) -2,069 7386 3,517 -621 7,847 1 ,005 ,126 030 537
[gender=f] 192 3969 -586 ,970 233 1 ,629 1,211 557 2,637
[gender=m] 0 1
ageTx ,008 0154 =022 ,038 276 1 ,599 1,008 978 1,039
alucproteis ,069 ,0286 013 125 5,772 1 016 1,071 1,013 1,133
mean pg/ml_1000

Tabelle 17: Berechnungsgrundlagen, Modellberechnung

Wie Tabelle 17 zu entnehmen (rot markierte Zahlen) ergibt sich pro 1000 Ein-
heiten des Proteinwertes eine Steigerung des Risikos an einer GvHD zu er-
kranken um 7% (95% Konfidenzintervall: 1,3-13%). Dies ist signifikant bei ei-
nem P-Wert von 0,016. Des Weiteren kann festgehalten werden, dass mit dem
Alter des Patienten das Risiko an einer GvHD zu erkranken tendenziell steigt.
Im vorliegenden untersuchten Kollektiv haben Frauen tendenziell ein 20% ho-
heres Risiko an einer GvHD zu erkranken. Insgesamt gesehen steigt das Risi-

ko, eine GvHD zu entwickeln, im Verlauf tendenziell um 0,8% pro Jahr an.

Weder die akute GvHD, noch die chronische GvHD ergab einen signifikanten

Einzelzusammenhang mit den gemessenen Hsp70-Serum-Protein-Werten.
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Allerdings zeigte sich ein signifikanter alters- (p-Wert: 0,037) und geschlechts-
spezifischer (p-Wert: 0,014) Zusammenhang im Hinblick auf das Risiko eine

chronische GvHD zu entwickeln, siehe Abbildung 34.

Das Risiko eine chronische GvHD zu entwickeln ist im untersuchten Kollektiv
bei Mannern im Vergleich zu Frauen hoher. Dies ist abzugrenzen vom Gesamt-

risiko eine GvHD zu entwickeln (akut und chronisch).
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Abbildung 34: Vorhergesagte Wahrscheinlichkeit fur eine chronische GvHD in Abhangigkeit von
Alter und Geschlecht
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3.2.4 Gesamtiuberleben der Patienten

Mit Hilfe von Kaplan-Meier-Kurven wurde das Gesamtiiberleben und die Uber-

lebensraten der Patienten im untersuchten Kollektiv dargestellt.
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Abbildung 35: Kumulatives Gesamtiberleben (Monaten) dargestellt als Kaplan-Meier-Kurve

Die folgenden Uberlebensraten ergeben sich aus Abbildung 35 und den dazu-

gehorigen Berechnungsmodellen: Die 1-Jahres-Uberlebensrate betragt 58%

+/- 6.9%, wohingegen die 2 Jahres-Uberlebensrate 50% +/- 7% betragt, be-

trachtet man die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt diese 40% +/- 8,7%.

72



3 Ergebnisse

Die Aufteilung der Uberlebensfunktionen nach Geschlecht zeigt Abbildung 36.
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Abbildung 36: Kumulatives Uberleben (in Monaten) nach Geschlecht aufgeteilt: f = blau = weib-

lich, m = griin = mannlich

Das Langzeitiberleben betreffend, ist ein Unterschied zwischen mannlichen

und weiblichen Patienten erkennbar (siehe Abbildung 36).

Tendenziell haben mannliche Patienten im vorhandenen Kollektiv eine bessere
Langzeitliberlebensprognose als weibliche Patienten. Dies betrifft vor allem die
ersten 60 Monate. Eine Signifikanz lasst sich aus den dargestellten Daten nicht

berechnen.
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4 Diskussion

4.1 Hsp70 ein Marker fiir GvHD

Das molekulare Chaperon Hitzeschockprotein 70 (Hsp70) ist auf vielfaltige
Weise in zellulare Prozesse involviert und kann durch endogene und exogene
Stimuli induziert werden. Hsp70 wird eine duale Funktion zugeschrieben, je
nach Lokalisation intra- oder extrazellular werden einerseits protektive Eigen-
schaften und andererseits Funktionen, die das Immunsystem stimulieren be-
schrieben (Multhoff, 2007; Sherman, 2007).

Eine vermehrte intrazellulare Hsp70-Expression konnte bereits in unterschiedli-
chen soliden Tumoren des Menschen nachgewiesen werden (Sherman, 2007).
Oft korreliert die Expression von Hsp70 mit erhdhter Zellproliferation, Lymph-
knotenmetastasen, schlechtem Ansprechen auf Chemotherapie und niedrigen
Uberlebensraten (Calderwood et al., 2006; Ciocca et al., 2005; Jaattela, 1999).

Die Zielsetzung meiner Doktorarbeit war es zu untersuchen, ob Hsp70 als po-
tentieller Marker fur GvHD in Frage kommen konnte. Konkret sollte gezeigt
werden, ob ein Zusammenhang zwischen den mittels ELISA gemessenen
Hsp70 Protein und Antikérper Werten und dem Risiko eine GvHD zu entwickeln
besteht. Daflir wurden Hsp70 Protein und Antikérper in Serumproben von Pati-
enten mittels ELISA gemessen, die daraus entstandenen Messwerte wurden
ausgewertet und es wurde versucht ein Zusammenhang mit den klinisch erfass-
ten Patientendaten nachzuweisen. Im Folgenden werden die Ergebnisse und
Auswertungen der vorliegenden Arbeit anhand bereits vorliegender Literatur
diskutiert.

In den entnommenen Serumproben von 52 Patienten wurden durch eine bereits
etablierte Methode mittels ELISA die Serumlevels von Hsp70-Protein und
Hsp70-Antikorper bestimmt. Das herangezogene Patientenkollektiv ist ausrei-
chend reprasentativ im Vergleich zu allgemeinen epidemiologischen Daten. Im
Kollektiv weisen 42% der Patienten eine AML auf, das entspricht abgesehen
von der CLL die relativ gesehen am haufigsten vorkommt, im Wesentlichen

auch dem Auftreten als haufigste akute Leukamie. Da chronische Leukamien
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deutlich seltener mit einer SCT therapiert werden, ist das Vorkommen von AML
(6%) und CLL (4%) im Kollektiv gut zu vereinbaren. Beim Universitatsklinikum
Regensburg handelt es sich um ein Zentrum flr hamatologische Erkrankungen,
daher ist auch das Auftreten von ALL (17%) und NHL (22%) im Patientenkollek-
tiv nicht ungewohnlich. Das Alter der 52 Patienten im Kollektiv ist mit einem
Median von 50,2 Jahren und der Aufteilung nach Geschlecht (weiblich 42,3%
und mannlich 57,7%) ausreichend reprasentativ. Auch die errechneten 5-
Jahres-Uberlebensraten von 40 +/-8,7% stimmen in etwa mit den 5-Jahres-
Uberlebensraten des Robert-Koch-Institutes (49-54%) von 2012 (iberein. Der
Beobachtungszeitraum schlieBt ca. 4 Jahre (Juli 2003 bis August 2007) ein.
Innerhalb dieser Zeit wurden jeweils vor SCT, dann regelmalig 20, 30, 40 und
80 Tage nach SCT Serumproben entnommen. Erst ab ca. dem 90. Tag nach
SCT wurden die Probeentnahmen unregelmafiger. Trotz der eher geringen
Anzahl an Patienten (n = 52) war es so mdglich die entnommenen Serumpro-
ben jeweils n = 4 zu messen und die Verlaufe, sowie die zugehdrigen statisti-

schen Berechnungen zuverlassig auszuwerten.

Zu Beginn der statistischen Auswertung wurden die Hsp70-Protein-Werte vor
und nach SCT verglichen. Anhand des Medianwertes der gemessenen Hsp70
Protein-Werte ergibt sich ein Anstieg von 2753 pg/ml (vor SCT) auf 3016 pg/ml
(nach SCT), dies wurde fur eine Beteiligung des Hsp70 im Rahmen der immu-
nologischen Prozesse einer SCT sprechen. Der errechnete Median des Hsp70
Protein-Wertes in einem zur Verfligung gestellten Normalkollektiv betragt 2624
pg/ml. Der Mittelwert des Hsp70-Protein-Wertes steigt von 3333 pg/ml (vor
SCT) auf 3799 pg/ml (nach SCT) an. Im Vergleich dazu befindet sich der Hsp70
Protein-Mittelwert des herangezogenen Normalkollektivs bei 2579 pg/ml. An-
hand dessen kann die Aussage getroffen werden, dass die im vorliegenden
Kollektiv gemessenen Werte die des Normalkollektivs Ubersteigen. Nach Ge-
schlecht aufgeteilt, ergeben die Hsp70-Protein-Werte der weiblichen Patienten
im Kollektiv, betrachtet im Median, einen leichten Abfall im Vergleich der Werte
vor und nach SCT (siehe Ergebnisteil). Es ist anzunehmen, dass sich dies
durch die hohe Standardabweichung ergibt, da der Mittelwert, nur auf die Frau-
en bezogen ebenfalls von vor SCT auf nach SCT ansteigt. In der Literatur wird
Stressproteinen ebenfalls eine wichtige Rolle in der Transplantations-Immunitat

zugeschrieben (Duquesnoy, 1996). Die Beteiligung der Hitzeschockproteine an
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stimulierenden und regulatorischen Vorgangen, sowohl auf proinflammatorische
als auch auf immunregulatorische Zytokine, ist ebenfalls von grof3er Bedeutung
(Bajramovic et al., 2000; Xie et al., 1999). Die Ergebnisse der vorliegenden Ar-
beit untermauern die Aussage, dass Hsp70 an transplantationsbedingten im-

munologischen Vorgangen beteiligt ist.

Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen zeigen, dass erhdhte intrazellulare
Hsp70-Werte in Tumorzellen sowohl einen Einfluss auf die Tumorbiologie, als
auch auf die Therapieresistenz besitzen (Shu, 2008). Zusatzlich zum intrazellu-
lar lokalisierten Hsp70 wurde bei vielen Tumorentitaten, nicht jedoch in gesun-
dem Gewebe, eine Membranexpression von Hsp70 nachgewiesen (Multhoff et
al., 1995; Multhoff et al., 2011). Membrangebundenes Hsp70 kann in unter-
schiedlicher Weise mit dem Immunsystem interagieren (Didelot et al., 2007;
Shu, 2008) . Studien zeigen haufig eine Uberexpression von Hitzeschockprote-
inen in menschlichen Tumoren (Sedlackova et al., 2011). Unsere Arbeitsgruppe
konnte zeigen, dass Patienten mit de novo AML mit ungunstiger oder mittelma-
Riger zytogentischer Prognose haufig eine Mempranpositivitat fiur Hsp70 auf-
weisen (Gehrmann et al., 2003). Des Weiteren wurde in Studien die Expression
des stress-induzierten Hsp70 auf Leukamiezellen von Patienten mit CML, T-Zell
ALL und AML mit unterschiedlichen FAB-Typen nachgewiesen. Unsere Ar-
beitsgruppe zeigte bereits 1997 eine vermehrte Expression von Hsp70 auf der
Zelloberflache von leukamischen Blasten (Multhoff, 1997). Weitere Untersu-
chungen ergaben eine sehr viel starkere Hsp70 Membranexpression auf Leu-
kamiezellen nach Stresseinwirkung wie Hitze, Bestrahlung oder Chemotherapie
(Gehrmann et al., 2008) und auf Zellen, welche von Patienten mit Rezidiv oder
persistierender Erkrankung entnommen wurden (Steiner et al., 2006). Wie auch
im Falle solider Tumoren konnte auf leukdmischen Blasten von Patienten mit
AML und ALL eine vermehrte Membranpositivitat fir Hsp70 nachgewiesen
werden. Im Gegensatz zu soliden Tumoren exprimieren diese Leukamiezellen
jedoch zusatzlich den negativen regulatorischen Ligand HLA-E (Gross et al.,
2008). Es wurde, wie erwahnt, also bereits in mehreren Studien ein Zusam-
menhang von malignen hamatologischen Erkrankungen und der Membranposi-
tivitat des Hitzeschockprotein70 nachgewiesen. Diese bisherigen Erkenntnisse
sind, betreffend die Hsp70-Protein Werte, mit den Ergebnissen der vorliegen-

den Arbeit vereinbar.
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Die Mittelwerte des Hsp70 Antikorpers im untersuchten Kollektiv hingegen lie-
gen bei 115 ng/ml vor SCT und 84 ng/ml nach SCT. Der Mittelwert im Normal-
kollektiv betragt 139 ng/ml. Im Vergleich zum vorliegenden Normalkollektiv (n =
19) liegen diese Mittelwerte deutlich darunter. Da die immunologische B-Zell-
Antwort eng mit dem Hsp-70 Antikdrper zusammenhangt, war zu erwarten,
dass der Hsp-70 Antikérper unter Konditionierungs- beziehungsweise Trans-
plantationsbedingungen erniedrigt ist. Daher sind die im Kollektiv gemessenen

Werte auch hier mit den im Normalkollektiv gemessenen Werten vereinbar.

In Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen konnte eine erhéhte Produktion von
Antikérpern gegen Hsp70 im Serum gefunden werden, welches die akute letale
GvHD in Ratten induziert begleitet. Diese erhdhten Antikdrper-Level gehen im
Modell mit dem Beginn der ersten Erkrankungsanzeichen und -symptome im
Rahmen der Entstehung einer GvHD einher (Goral et al., 1995). Goral konnte
erneut in Form eines Ratten-Modells erhdhte Level von Hsp70 in Lymphknoten
und Milzzellen der Ratten nachweisen. Aufgrund dieser erhohten Hsp70-Level
wird ein Mitwirken von Hsp70 im Rahmen der Pathophysiologie der GvHD ver-
mutet (Goral et al., 1998). In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass im Blut
von Patienten nach allogener peripherer Blutstammzelltransplantation erhdhte
Level von Anti-Hsp70-Antikdrpern auftreten. Dies impliziert laut den Autoren
dass die Entwicklung einer akuten und/oder chronischen GvHD im Menschen
mit erhdhten Anti-Hsp70-Antkdrpern einhergeht (Goral et al., 2002). Diese Aus-
sagen lassen sich nicht mit den Ergebnissen im Rahmen meiner Doktorarbeit
durchgefuhrten Untersuchungen vereinbaren. Die statistische Auswertung un-
sererseits ergab auch im Zusammenhang mit GvHD, betreffend die gemesse-

nen Hsp70-Antikorper-Werte, keine Signifikanzen.

Anhand statistischer Modelle wurde darauffolgend die vorhersagbare Wahr-
scheinlichkeit eine GvHD zum Zeitpunkt der jeweiligen Probeenthnahme berech-
net. Fur die Hsp70-Antikorper Werte wies dies, wie bereits erwahnt, keine Signi-
fikanzen auf. Ganz im Gegensatz dazu zeigte sich ein signifikanter Zusammen-
hang zwischen der Wahrscheinlichkeit einer GvHD zum Zeitpunkt der Probe-
entnahme und den gemessenen Hsp70-Protein Werten. Das Alter der Patien-
ten zum Zeitpunkt der SCT und das Geschlecht wurden in das statistische Mo-

dell wurden miteinbezogen. Die vorhersagbare Wahrscheinlichkeit eine GvHD
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zu entwickeln, steigt mit den gemessenen Hsp70 Protein Werten einhergehend.
Es handelt sich hierbei um einen signifikanten Zusammenhang (p-Wert: 0,016).
Pro 1000 Einheiten des Hsp70-Protein-Wertes steigt die vorhersagbare Wahr-
scheinlichkeit eine GvHD zu entwickeln um 7%. Mithilfe eines menschlichen
Haut-Explantationsmodells konnte Jarvis in Untersuchungen ebenfalls einen
Zusammenhang zwischen erhdhter Hsp70-Expression und GvHD zeigen. In der
Studie dieser Arbeitsgruppe konnte die Hsp70 Expression als Voraussage-Wert
verwendet werden, sowohl fur eine aGvHD als auch fur die Inzidenz einer
cGvHD (Jarvis et al., 2003). In unseren Untersuchungen zeigte sich, weder fur
die akute noch fur die chronische GvHD, ein signifikanter Einzelzusammen-

hang.

Tendenziell weisen im gemessenen Kollektiv altere Patienten auch hdhere Le-
vels an Hsp70-Protein und somit ein erhéhtes Risiko eine GvHD zu entwickeln
auf. Im vorliegenden statistischen Modell steigt das Risiko eine GvHD zu entwi-
ckeln tendenziell (p-Wert: 0,59) pro Lebensjahr um 0,8% an. Im vorliegenden
Patientenkollektiv zeigen weibliche Patienten tendenziell ein 20% hoheres Risi-
ko an einer GvHD zu erkranken (p-Wert: 0,63), wohingegen Manner ein gerin-
geres Risiko aufweisen eine GvHD zu entwickeln. Die alters- und geschlechts-
bezogenen Aussagen sind nicht signifikant. Betrachtet man jedoch die Patien-
ten im Kollektiv mit chronischer GvHD, ergibt sich ein signifikanter, altersspezi-
fischer (p-Wert: 0,037) und geschlechtsspezifischer (p-Wert: 0,014) Zusam-
menhang. Das Risiko eine chronische GvHD zu entwickeln ist im untersuchten
Kollektiv bei Mannern im Vergleich zu Frauen hoher. Dies ist aber abzugrenzen
vom Gesamtrisiko eine GvHD zu entwickeln. In der Literatur wird das Alter
ebenfalls als einer der grofdten Risikofaktoren, sowohl flr die akute, als auch fur
die chronische GvHD beschrieben (Carlens et al., 1998; Gale et al., 1987).

Zusammenfassend wurden in der Literatur sowohl Zusammenhange zwischen
Hsp70 und Leukamien, als auch zwischen Hsp70 und GvHD untersucht. Ein
grol3er Teil dessen lasst sich gut mit den Hsp70-Proteinwerten und den zugeho-
rigen Ergebnissen und Auswertungen vereinbaren. Wohingegen die gemesse-
nen Hsp70 Antikdrper Werte eher gegensatzliche Ergebnisse im Vergleich zur
Literatur ergeben. Anhand der im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Unter-

suchungen und der zugehorigen statistischen Auswertung konnte ein signifikan-
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ter Zusammenhang zwischen den gemessenen Hsp70-Protein Werten und der
Graft-versus-Host-Erkrankung gezeigt werden. In Form eines statistischen Be-
rechnungsmodells wurde eine signifikante Korrelation zwischen der Wahr-
scheinlichkeit einer GvHD zum Zeitpunkt der Probeentnahme und den gemes-
senen Hsp70-Protein Werten aufgezeigt. Dies unterstreicht die Aussage, dass
Hsp70 beste Voraussetzungen mit sich bringt, um als potenzieller Biomarker in
Frage zu kommen. Im Allgemeinen koénnte Hsp70 als Biomarker, sowohl als
diagnostisches Tool zur Vorhersage, als auch zur Risiko-Stratifizierung bei be-

stehender GvHD herangezogen werden.

Limitationen unserer Arbeit sind zum einen das Design der durchgefuhrten Stu-
die, welche retrospektiv durchgefluhrt und ausgewertet wurde. Die Studie wurde
weder verblindet noch randomisiert durchgeftihrt. Die Dokumentation der klini-
schen Parameter und Events erfolgte nach dem Schema der gangigen klini-
schen Dokumentation, sicherlich ware es hilfreich gewesen zu dokumentieren-
de und zu untersuchende Parameter vorher festzulegen. Die Fallzahl n = 52 ist
ebenfalls eher klein. In zuklUnftigen Studien misste mit einer grof3eren Fallzahl,
optimiertem Studiendesign, beispielsweise mit einer verblindeten, prospektiven
und randomisierten Studie, versucht werden, die vorliegenden Daten detaillier-
ter auszuwerten. Dadurch kdnnten Einzelzusammenhange wie zum Beispiel
Organspezifitdt besser untersucht werden. Um eine Bias beispielsweise mit all-
gemeinen Entzindungsreaktionen auszuschlielien, mussten Entzindungspa-
rameter im Labor und beispielsweise Fieber mit eingeschlossen werden und
auch die genaue immunsuppressive Therapie bertcksichtigt werden. Aufgrund
nicht vollstandiger Dokumentation konnten im Rahmen dieser Arbeit keinerlei
hinreichende Zusammenhange gefunden werden. Auch die Frage nach einer
Rolle von Hsp70 in Bezug auf die Pathophysiologie bleibt weiterhin ungeklart.

Es ware interessant solche Zusammenhange in Zukunft naher zu betrachten.

Im Folgenden soll kurz auf die in der aktuellen Literatur diskutierten Biomarker
fur die Graft-versus-Host-Erkrankung eingegangen werden, um Hsp70 als po-

tenziellen Marker einordnen zu kénnen.

Obwohl in kleineren Studien viele Proteine im Blut als potentielle Biomarker be-

schrieben wurden, existiert kein validierter diagnostischer Bluttest fur GvHD.
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Die Arbeitsgruppe Chen et al. beschreibt in einem Review Artikel drei generelle
Kategorien von Biomarkern. Zum einen existieren Marker generalisierter Ent-
zundungsreaktionen, wie Cytokine, beispielsweise IL-2, slL-2R (soluble IL-2
receptor, I6slicher IL-2-Rezeptor) (Miyamoto et al., 1996) und TNF alpha (Holler
et al., 1990). Diese wurden bereits in mehreren kleineren Studien als potentielle
systemische Biomarker erwahnt. Auch anderen Interleukinen wie z.B. IL-18 wird
eine potentielle Rolle als Biomarker zugeschrieben. Zum anderen werden in der
Literatur Oberflachenmolekile von Lymphozyten (z.B. CD30, a4B7integrin)
(Wysocki et al., 2005) als mogliche Biomarker genannt. Des Weiteren kommen
auch auf Grund von Endorganschaden ausgeschuttete Produkte wie beispiels-
weise elafin im Falle einer Haut GvHD (Paczesny et al., 2010) oder reg3a
(Ferrara et al., 2011) als potentieller Marker einer intestinalen GvHD in Frage
(Chen et al., 2012; Chen et al., 2013). Ein Teil der oben genannten Biomarker
scheinen in den komplexen Prozess der Pathophysiologie der GvHD involviert
zu sein, ein anderer Teil nicht. In den meisten Fallen ist ein einziger Biomarker
alleine auf Grund der fehlenden Sensitivitat und Spezifitdt nicht ausreichend.
Durch die Anwendung mehrerer Biomarker konnte die Spezifitdt und die Vor-
hersagbarkeit erhdéht werden. Eine Kombination aus Gewebe spezifischen und
systemischen Biomarkern ware sicherlich informativer als individuelle Biomar-
ker. Je nach Sensitivitat und Spezifitdt kdnnte beispielsweise ein Panel (aus-
gewahlte Gruppe) von zwei Biomarkern ausreichend sein um diagnostisch an-
gewendet zu werden sein oder eine GvHD vorherzusagen (Paczesny et al.,
2013).

Mehrere Arbeitsgruppen haben bereits Panel von Biomarkern erarbeitet. Unter
anderem wurde von der Arbeitsgruppe um Paczesny ein Panel von identifizier-
ten Biomarkern mit IL-2a, TNFR-1 (tumor necrosis factor receptor), HGF (he-
patocyte growth factor) und elafin vorgeschlagen (Paczesny et al., 2009). Die
Anwendung moderner Techniken, z.B. ,Omics® (gemeint Endung -omik) in die-
sem Falle beispielsweise die Proteomik hat dazu gefuhrt, potentielle Biomarker
fur GvHD in grol3er Anzahl screenen zu kdnnen (Paczesny et al., 2013). In
kirzlich veroffentlichter Literatur unterscheidet Paczesny zwischen Biomarkern,
die auf der Pathophysiologie von GvHD basieren und welchen die durch Prote-
omik entdeckt wurden und darauf basieren (Paczesny, 2013). In neueren Stu-

dien zeigte sich zusatzlich zu den schon erwahnten Biomarkern ST2 (supressi-
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on of tumorigenicity 2) als vielversprechender Biomarker fir das Risiko bei the-
rapieresistenter GvHD und Tod (Vander Lugt et al., 2013).

Hsp70 als potentieller Biomarker fir GvHD lasst sich am ehesten im Bereich
der Marker generalisierter Entziindungsreaktionen beziehungsweise im Zu-
sammenhang mit der Pathophysiologie von GvHD einordnen. Eine wichtige Ei-
genschaft um Hsp70 als potentiellen Biomarker in Betracht zu ziehen, ist die
Korrelation mit dem Risiko eine GvHD zu entwickeln. Ob es sich um einen sys-
temischen oder organspezifischen Marker handelt, konnte in dieser Arbeit nicht

gezeigt werden und muss sicherlich in darauffolgenden Studien geklart werden.

Allgemeine Eigenschaften eines idealen Biomarkers sind in erster Linie basie-
rend auf der Brauchbarkeit im klinischen Alltag. Ein idealer Biomarker sollte
nicht-invasiv und einfach zu testen sein. Die Messungen mussen reproduzier-
bar und prazise sein und dies mdglichst mit kosteneffektiven, standardisierten
Methoden. Ferner sollte ein idealer Biomarker eine hohe diagnostische Sensiti-
vitat und Spezifitat aufweisen, um Patienten mit GvHD und ohne GvHD vonei-
nander unterscheiden zu konnen. Beispielsweise um differentialdiagnostisch
zwischen einer allergischen Hautreaktion und einer GvHD der Haut unterschei-
den zu kénnen. Wenn ein Biomarker mit dem Ansprechen auf die Behandlung
korreliert, kdnnte dieser zum Beispiel angewendet werden, um die Intensitat der
Behandlung bei Hochrisikopatienten anzupassen oder die immunsuppressive
Therapie bei Patienten mit geringem Risiko friihzeitig auszuschleichen. Voraus-
sichtlich wird ein Biomarker der das Risiko stratifizieren kann, bevor klinische
Zeichen der GvHD sichtbar werden sehr nutzlich fur die praventive Anwendung
sein. Potenzielle Biomarker, denen eine Rolle in der Pathophysiologie der
GvHD zugeschrieben wird, kdnnten auch als Zielstrukturen beispielsweise im
Rahmen einer ,targeted-therapy“ Frage kommen. Proteine die im Plasma oder
Serum nachweisbar sind und haufig im klinischen Alltag gebraucht werden um
Krebserkrankungen zu screenen und zu monitoren sind z.B. PSA (Prostata-
spezifisches Antigen) fur das Prostatakarzinom oder CA-125 (Cancer-Antigen)
fur das Mammakarzinom. Die Wunschvorstellung ware in Zukunft, auch solch
einen Biomarker fur die GvHD zu finden (Chen et al., 2012; Paczesny et al.,
2009; Paczesny et al., 2013).
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Zusammenfassend ist in folgender Grafik nochmals dargestellt welche Eigen-
schaften Hsp70 mit sich bringt und welche Eigenschaften ein idealer Biomarker
laut Chen et al. (Chen et al., 2012).

Ideale Eigenschaften eines

Eigenschaften von Hsp70-Protein
wenig- oder nichtinvasiven Biomarkers

als Serummarker
fir GvHD im Blut

einfache Testung
weit verbreitete Technik
gute Reproduzierbarkeit
geringe Kosten
adaquate Sensitivitat

hohe Spezifitat

S N N N NI NN

guter Vorhersagewert

Korrelation mit dem Ansprechen auf Therapie ?

Zusammenhang mit Pathophysiologie ?

Tabelle 18: Eigenschaften von Hsp70 als potenzieller Biomarker

Um Hsp70 als Biomarker im klinischen Alltag einsetzen zu kénnen sind sicher-
lich einige weitere und vor allem gréRere Studien nétig, welche beispielsweise
die Wirkung von Medikamenten auf Hsp70-Levels oder den Zusammenhang
mit dem Befall einzelner Organe durch GvHD (z.B. Haut GvHD oder Darm-
GvHD) naher beleuchten. Auch das Einhergehen von Hsp70 Levels im Zu-
sammenhang mit der Schwere der Erkrankung und dem Outcome muss in wei-
terflhrenden Untersuchungen detailliert geklart werden. Hsp70 kdnnte, wenn
ein Zusammenhang mit der Pathophysiologie von GvHD besteht, ebenfalls als
Zielstruktur im Falle einer Immuntherapie oder als ,targeted therapy“ in Frage
kommen. Auch die konkrete Frage nach Sensitivitat und Spezifitat muss sicher-
lich in Zukunft auch im Vergleich mit anderen potenziellen Biomarkern geklart

werden, ebenso wie die Kosteneffektivitat.
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4.2 Zusammenfassung und Ausblick

Eines der groRten Hindernisse in der Forschung und Therapie der GvHD ist
nach wie vor die sehr kliniklastige und invasive Diagnostik (z.B. Gewebebiop-
sien). Gegenwartig gibt es keine validierten Labortests flur das Risiko eine
GvHD zu entwickeln, die das Ansprechen auf eine Therapie oder das Uberle-
ben der Patienten vorhersagen kénnen und Anwendung in der klinischen All-
tagsroutine finden. Sicherlich liegt dies unter anderem an der Komplexitat der
Pathophysiologie der GvHD. Die Hauptgriinde einen spezifischen Biomarker fur
GvHD zu finden, sind also demnach vor allem die Verfeinerung der Diagnostik
und die Optimierung der Therapie um das Outcome der Patienten, die sich ei-
ner Stammzelltransplantation unterziehen zu verbessern. Um dies erreichen zu
konnen, ist ein Biomarker nétig, der sowohl Hochrisikopatienten von Patienten
mit geringem Risiko unterscheiden kann, als auch Patienten die gut auf eine
Therapie ansprechen (responder) von Patienten unterscheidet die nicht gut auf
die Standardtherapie ansprechen. Therapieschemata konnten dann individuell
fur jeden Patienten angepasst werden und beispielsweise konnten Dosisanpas-
sungen von immunsupressiven Therapien schon praventiv erfolgen. Ein spezifi-
scher Biomarker in peripher entnommenem Blut ware definitiv hinsichtlich der
Optimierung der Therapie eine wertvolle Unterstitzung in der Diagnostik und
als klinisches Tool, um invasive diagnostische Mallnahmen zu vermeiden und
zusatzlich die Therapie nach SCT zu individualisieren. Auch Verzégerung durch
Entnahme und pathologischer Evaluation von Biopsien kdnnte vermieden wer-

den. Zusatzlich kénnten unklare Falle besser geklart und gemanagt werden.

Zukunftig kdnnte Hsp70 als nichtinvasiver Blut-Biomarker beispielsweise einge-
setzt werden um die praventive Therapie hinsichtlich der GvHD individuell und
risikoadaptiert anzupassen. In Abbildung 37 ist ein solcher Therapieansatz bei-

spielhaft dargestellt.
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Patienten nach

Biomarker-Auswahl
(u.a. Hsp70)

hohes Risiko flir —l geringes Risiko flir
aGvHD aGvHD
.

7 BN

, keine oder individuell | . .. .

angepasste praventive keln_Fh%rrzveigtlve
Therapie P

o / &

Abbildung 37: Beispiel eines risiko-stratifizierten Therapieansatzes im Rahmen einer Praventiv-
therapie der GvHD

Wenn Patienten beispielsweise bereits eine akute GvHD entwickelt haben,
konnte Hsp70 dennoch behilflich sein das Management der Erkrankung im
Sinne einer risikoadaptierten Therapie zu optimieren. Dies ist in der folgenden

Abbildung beispielhaft dargestellt.

Diagnose : akute
GvHD

Biomarker-Auswahl

§

(u.a. Hsp70)
’ hohes Risiko | geringes Risiko
J
Intensivierte . \
Standard
l oder Stangard Therapie
Therapie

Abbildung 38: Beispiel einer zuklinftig risiko-adaptierten Therapie der akuten GvHD
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Angesichts der steigenden Zahlen allogener SCT mit weltweit Uber 12.000
durchgefuhrten Transplantationen pro Jahr und einer Zunahme von schat-
zungsweise 10-20% jahrlich, kommt der akuten und chronischen GvHD auch in
Zukunft eine zentrale Rolle zu (Hausermann et al., 2008). Zuklnftig wird, be-
grundet durch die zunehmende Bedeutung der chronischen GvHD, auch die
Forschung insbesondere im Bereich Biomarker und Pathophysiologie, sowie
die Vereinbarung von Response-Kriterien und die Optimierung der Therapie
eine bedeutende Rolle spielen (Hausermann et al., 2008; Shlomchik et al.,
2007).
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