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1. Einleitung und Ziel der experimentellen

Arbeit

Zytokine sind Polypeptide welche als Kommunikationsmolekiile
dienen, verschiedenste Zellfunktionen beeinflussen und von
normalen nicht pathologischen als auch von malignen Zellen
hergestellt werden konnen.

Einige Forschergruppen haben {iber die Produktion und
Sekretion von Zytokinen und Zytokinrezeptoren bei Morbus
Hodgkin (HD) Zelllinien und Praparaten berichtet und manche
berichten Uber eine autokrine und/oder parakrine
Stimulation von Tumorzellen und immunkompetenten Zellen.

Zzell-Adhdsions—-Molekiile (CAMs) werden auf der Oberfléache

von BlutgefalRzellen, zirkulierenden Leukozyten,
Thrombozyten und verschiedenen anderen Zelltypen
prasentiert. Sie vermitteln die Adhasion und

transendotheliale Migration von Lymphozyten, Monozyten,
neutrophilen und eosinophilen Granulozyten und es wurde
vorgeschlagen, dass sie zU der entziindlichen
Hintergrundreaktion bei HD Lasionen beitragen.

Verschiedene Verodffentlichungen haben iber einen erhdhten
Serumspiegel von Zytokinen oder CAMs bei HD Patienten
berichtet, Jjedoch haben die meisten nur einen einzelnen
Faktor wuntersucht und nur selten wurde die klinische

Relevanz evaluiert.

Der IL-6sR hat ein Molekulargewicht von 80 kD (58); die an

die Membran gebundene Form als auch ihre 16sliche Form
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vermag es IL-6 zu binden und 1ihr Signal mittels dem
membranverbundenen GP130 weiterzuleiten (33). IL-6R kann
auf verschiedenen Zellen gefunden werden wie etwa ruhenden
und aktivierten T-Zellen, aktivierten B-Zellen als auch auf
verschieden malignen Zellen (85). Die Produktion von IL-6R
mRNS ist mit in situ Hybridisierung in Lymphknoten wvon HD
Patienten nachgewiesen worden und wurde auch 1in einigen
HRS-Zellen gefunden (40) . IL-6R wurde auch mit
Immunfarbungen von HRS-Zellen, Zellen in der Umgebung von

HRS-Zellen und weiteren lymphoiden Zellen nachgewiesen.

IL-10, auch bekannt als ,Cytokine synthesis inhibitory
factor™ (Zytokin-Synthese-Hemm-Faktor), wird produziert von
aktivierten T Zzellen und TH-2 T-Zell Klonen, (EBV
transformierten) B Zzellen und aktivierten Monozyten,
Makrophagen und Mastzellen und vermag THl1- und TH2- Typ
Lymphozytenantworten bei Menschen zu inhibieren (36,52,64).
Es ist ein Mastzellstimulationsfaktor als auch ein B-Zell
Stimulator, welcher die Zytokinproduktion inhibiert und die
ICAM-1 Produktion in Monozyten fordert (53,81). Multiple
Defekte der T-Helfer Zellen Funktion sind bei HD berichtet
worden (16), welches eine Assoziation von IL-10 mit HD
vermuten 13aBt. Tatsachlich ist IL-10 in HRS Zellen
Immunfarbung und in situ Hybridisation nachgewiesen worden
(55). Der Morbus Hodgkin wird charakterisiert durch eine
abnormale oder unbalancierte Sekretion bzw. Produktion wvon
Zytokinen einschlieBlich IL-10, welches das Wachstum von
neoplastischen Hodgkin’s Reed-Sternberg Zellen und seinen

reaktiven Umgebungszellen unterstitzt (37,42,44,78a,84).
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IL-12 ist ein 70 kD Protein, auch bekannt als ,cytotoxic
lymphocyte maturation factor™ (,zytotoxischer
Lymphozytenreifungsfaktor™) (43,60,77a), und wird
produziert von stimulierten PBMC und EBV transformierten
lymphoblastoiden B-Zell Linien (2) . IL-12 ist ein
synergistischer Wachstumsfaktor der Hamatopoese, induziert
die Produktion wvon IFN gamma, erhoht die zytotoxische
Aktivitat wvon ruhenden NK und T Zellen und verstarkt die
antigenabhangige Proliferation wvon aktivierten T und NK
Zellen (5,12,13,26,39%9a) . Bei HD wurde IL-12 durch
Immunfarbungen bei TH1 Lymphozyten nachgewiesen, welche die
HRS Zellen umgeben (62,63,74a) . Interessanterweise ist
herausgefunden worden, dass IL-12 die Aggregation von THI1
Zellen induziert, welche von Adhasionsmolekiilen vermittelt
wird (28,49). Bei HRS Zellen kann jedoch mit Immunfarbung
kein IL-12 nachgewiesen werden (74a). Die Il1-12 Expression

ist auch assoziiert mit dem Nachweis von EBV LMP (74a).

IL-13 ist ein 12,4 kD Protein und ist kodiert auf Chromosom
5031, welches 50 kb entfernt vom IL-4 Gen liegt (50,51).
IL-13 wird von aktivierten T Zellen produziert und IL-13
mRNS ist nur in aktivierten T Zellen vorzufinden, aber
nicht in nicht-aktivierten T Zellen. IL-13 hat nicht nur
eine 30 % Sequenzhomologie zu IL-4, es hat auch &hnliche
Effekte autf Monozyten/Makrophagen, Keratinozyten,
Endothelzellen, hamatopoetischen Vorlauferzellen und B

Zellen (18,20, 34,38,50,51,80,86,87). Es vermag auch, je

nach Zelltyp, die IL-6 Produktion hoch- oder
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herunterzuregulieren, induziert die Produktion wvon IL-1
Rezeptorantagonist in humanen Myelomonozyten, inhibiert die
Produktion von IL-lalpha, IL-lbeta, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12
p35, IL-12 p40, Makrophagen Entzindungs-Protein-lalpha, GM-
CSF, G-CSF, IFNalpha und TNFalpha von - mit LPS aktivierten -
Monozyten (17,19,54,80). IL-13 induziert selektiv die VCAM-
1 Oberflachenexpression von endothelialen Umbilikalvenen
Zzellen, ohne einen Einfluss auf E-Selektin und ICAM-1
auszuliben (75). IL-13 induziert auch die 1IgG4 und IgE
Produktion, indem es als B-Zellen Stimulationsfaktor wirkt
(11,18,65a,79). Interessanterweise scheinen sich IL-10 und
IL-13 in ihrem Wirkungsspektrum zu antagonisieren (80).
Bekannt ist die Limitierung der induzierten E-Selektin

Expression durch IL-13 an endothelialen Zellen (21b).

,Inter—-cellular-adhesion-molecule-1" (ICAM-1; Inter-
zellulares—-Adhadsions-Molekul-1) ist ein 80-110 kD
Glykoprotein, welches auf Chromosom 19 kodiert ist und
welcher der Ligand flir das ,lymphocyte function associated
antigen-1% (LFA-1; Lymphozyten-Funktions-Antigen-1) ist
(10,21a,40a,48,70) . Dieses Molekil der Ig-Superfamilie
findet man auf Lymphozyten, Monozyten bzw. Makrophagen,
Fibroblasten, Epithelzellen, Keratinozyten, Endothelzellen,
Thymozyten, dendritischen Zellen der Tonsillen, Astrozyten,
Mukosazellen und Peyerschen Plaques. Die in vivo Expression
von ICAM-1 auf unstimulierten Zellen ist minimal. Jedoch
unter dem Einfluss von Entzindungsmediatoren (IL-1, IFN-
gamma, TNF) findet man einen massiven Anstieg von ICAM-1

auf der Zelloberfldche, welche flir die Migration von
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neutrophilen Granulozyten bendtigt wird
(la,3a,21la,24,59,069).

Verstarkte Immunreaktivitat fir ICAM-1 in HD Lymphknoten
als auch ein erhoéhter ICAM-1 Serumspiegel sind durch
verschiedene Berichte bestatigt worden (30a,58). Es ist
vorgeschlagen worden, dass ein erhdohter ICAM-1 Serumspiegel
die tumorizide Aktivitat von natirlichen Killerzellen und
lymphokinaktivierten Killerzellen gegen HRS Dblockieren

konnte (4) .

VCAM-1, ein welteres Mitglied der Immunoglobulin-
Superfamilie, hat in seiner loslichen Form eine
Molekularmasse von 85-90 kD. VCAM-1 stammt wvon Endothel,
Epithel, dendritischen Zellen und Makrophagen ab (27), ist
der Ligand fir VLA-4 und an der Lymphozyten- und
Monozytenadhasion beteiligt (56,67,68). Des weiteren wird
die VCAM-1 Expression von IL-1, IL-4 und TNF hoch
reguliert. Losliches VCAM-1 i1ist in einer Subpopulation
(welche nicht weiter definiert wurde) wvon HD Patienten als

auch in HD Lymphknoten gefunden worden (57a,73).

E-Selektin, Mitglied der Selektinfamilie der
Adhasionsmolekiile (6), wird nur auf zytokinaktivierten
(IL-1,TNF) Endothelzellen gefunden und ist involviert in
der Monozyten-, Neutrophilen- und Eosinophilenadhésion
(7,8,45). Der Ligand fir E-Selektin sind sialysierte Lewis-
x ahnliche Strukturen und interagiert mit Granulozyten und
Lymphozytenunterpopulationen (27). Es ist berichtet worden,

dass rekombinantes, 1l6sliches E-Selektin die

15



Leukozytenadhdsion inhibieren kann (47). E-Selektin ist in

HD Lymphknoten nachgewiesen worden (73).

P-Selektin, ein weiteres Mitglied der Selektinfamilie, wird
auf Megakaryozyten, Thrombozyten und Endothelium gefunden
und seine Oberflachenexpression wird wvon Thrombin und
Histamin induziert (27). Sein Ligand sind sialysierte
Lewis-x ahnliche Strukturen. P-Selektin interagiert mit
myeloiden Zellen und Lymphozytensubpopulationen. Eine anti-
inflammatorische Rolle wvon P-Selektin existiert wegen der
Inhibition der Neutrophilenadhasion mittels CD 1lb an

Endothel durch 1d6sliches P-Selektin (25,83).

In dieser Studie wurden CAMs und Zytokine im Serum wvon HD
Patienten (bei Erstdiagnose, wvor Therapie) und gesunden
Individuen unter Verwendung von ELISA- und EIA-Tests
quantifiziert und mit verschiedenen klinischen und
serologischen Parametern verglichen. Ziel war es einen
moglichen Zusammenhang der beschriebenen CAMs und Zytokine
mit dem Stadium und Befallsmuster der HD Patienten, als
auch der Botenstoffe untereinander, zu Dbeschreiben und
festzustellen ob ein Zusammenhang mit Uberlebensparametern
besteht.

Die untersuchten Patienten wurden nach den
Studienprotokollen HD4 bis HD6 und HD7 bis HD9 der German
Hodgkin’s Lymphoma Study Group therapiert und das derzeit
aktuelle Therapiekonzept der Studiengeneration HDI1O0 Dbis
HD12 ist ebenfalls publiziert (74b). Unverandert blieb die

Einteilung der Patienten 1in drei prognostische Gruppen,
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definiert durch eine Kombination des Erkrankungsstadiums
und klinischen Risikofaktoren (Befall wvon mehr als 3
Lymphknotenregionen; erhdhte Blutsenkungsgeschwindigkeit;

extranodaler Befall; groBer mediastinaler Tumor).
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2. Material und Methoden

2.1. Assays

Messungen wurden mit kommerziell erhaltlichen Sandwich
Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assays (ELISA) oder Enzyme-
Immuno-Assays (EIA) durchgefihrt. Alle Assays wurden nach
Gebrauchsanweisung des Herstellers ausgefithrt. Standards,
Proben und Kontrollen wurden Jjeweils in Duplikat eingesetzt

und die Mittelwerte davon berechnet.

2.1.1. Quantikine human IL-6 soluble receptor ELISA, R&D
Systems, Minneapolis, USA
2.1.1.1. Mitgelieferte Reagenzien

- Mikrotiterplatte: Polystyrene Mikrotiterplatte mit 96
Reagenzvertiefungen beschichtet mit murinen monoklonalen
Antikorpern gegen den Interleukine-6 106slichen Rezeptor
(IL-6sR) .

- IL-6sR Konjugat: Polyklonaler Antikdorper gegen IL-6sR,
konjugiert an Meerrettichperoxidase mit
Konservierungsstoffen.

- IL-6sR Standard: 10ng 1lyophilisiertes rekombinantes
humanes IL-6sR 1in einer gepufferten Proteinbasis mit
Konservierungsstoffen.

— Assayverdinner RD1A: Gepufferte Proteinbasis mit
Konservierungsstoffen.

— Kalibratorverdiinnerkonzentrat (5x%) RD5C: Gepufferte
Proteinbasis mit Konservierungsstoffen.

— Gepuffertes Waschldsungskonzentrat: 25fach konzentrierte
Losung mit mit gepufferten Surfactant mit
Konservierungsstoffen.

— Farbreagenz A: Stabilisiertes Wasserstoffperoxid.

- Farbreagenz B: Stabilisiertes Chromogen
(Tetramethylbenzidin) .

— Stopldsung: 2N Schwefelsaure.
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— Plattenabdeckung: 4 Klebestreifen.

2.1.1.2. Reagenzienvorbereitung

- Waschlésung: 20ml gepuffertes Waschldsungskonzentrat

(25x) in Aqua ad injectabilia auf 500ml verdinnt.

— Kalibratorverdinner RD5C: 20ml Kalibratorverdinner-
Konzentrat (5x) in Aqua ad injectabilia auf 100ml
verdunnt.

— Farbsubstratlosung: Farbreagenz A und B werden

unmittelbar vor Gebrauch zu gleichen Anteilen miteinander
vermischt.

- L6sR Standard: IL-6sR Standard mit 5ml
Kalibratorverdinner RD5C (1x) rekonstituieren. 20 Minuten
stehen lassen. Vor Anfertigung der Verdinnungsserie
leicht schiitteln. Diese Standardldsung (2000pg/ml)
benutzen, um  eine Verdiinnungsserie durch serielle
Verdinnung mit dem Kalibratorverdinner RD5C herzustellen
(1x) .

— Probenherstellung: Alle Serumproben werden 1:40 mit

Kalibratorverdinner RD5C (1x) verdunnt.

2.1.1.3. Assayablauf

Mikrotiterplatte aus dem versiegelten Paket entnehmen; in
Jjede Mikrotiterplattenreagenzvertiefung Jjeweils 100ul
Assayverdinner RD1A hinzugeben; jeweils 100ul Standard oder
Serumprobe pro Reagenzvertiefung hinzugeben;
Mikrotiterplatte mit Klebestreifen abdecken; 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubieren lassen; Inhalt der Platte
abschiitten; Jjede Reagenzvertiefung mit 400 upl Waschpuffer
3x spllen; die Platte gegen Papiertiicher abtupfen; 200ul
IL-6sR Konjugat hinzugeben; mit Klebestreifen abdecken und
2 Stunden lang bei Raumtemperatur inkubieren lassen; Inhalt
der Platte abschiitten; jede Reagenzvertiefung mit 400 pl
Waschpuffer 3x spllen; die Platte gegen Papiertiicher

abtupfen; Farbreagenz A und B unmittelbar vor Aliquotierung
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als Farbsubstratldsung mischen, davon je Reagenzvertiefung
200ul hinzufigen; 20 Minuten bei Raumtemperatur und in
kompletter Dunkelheit inkubieren; 50ul Stoppldsung Jje
Reagenzvertiefung hinzugeben; sofort die optische Dichte
bei 450nm bestimmen; Erstellung der Standardkurve mittels
linearer Anpassung der Standardgeraden an die

Standardmesswerte.

2.1.2. Cytoscreen human IL-10 ELISA, Biosource,
California, USA.

2.1.2.1. Mitgelieferte Reagenzien

— Humaner IL-10 Standard: Enthalt 1200pg rekombinantes IL-
10.

— Standardverdinnungspuffer: Enthalt Natriumazid.

- Stoplosung

— Stabilisiertes Chromogen: Tetramethylbenzidin (TMB) .

— IL-10 BRiotin Konjugat: Mit Biotin markiertes anti-human
IL-10 Antikorper, enthalt Mausserum und Natriumazid.

— Streptavidinperoxidase: 100x konzentrierte
Meerrettichperoxidase (HRP).

— Streptavidinperoxidaseverdiinner: Enthalt Natriumazid.

— Mikrotiterplatte: Mit anti-IL-10 Antikdrpern beschichtet.

— Waschpufferkonzentrat (25x)

— Plattenabdeckung: Klebestreifen.
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2.1.2.2. Reagenzienvorbereitung

— IL-10 Standard: Den humanen rekombinanten IL-10 Standard
(1200pg) mit 0,240ml Standardverdinnungspuffer
rekonstituieren, um einen 5000pg/ml IL-10 Standard zu
erhalten. 20 Minuten stehen lassen und vor Erstellung der
seriellen Verdinnungen leicht schiitteln.

— Streptavidin-HRP: Verdinnung von 120pl der 100x
konzentrierten Losung mit 12 ml des
Streptavidinperoxidaseverdinners.

— Waschpufferkonzentrat: Verdinnung des 25x konzentrierten

Waschpuffers in Aqua ad injectabilia.

2.1.2.3. Assayablauf

Mikrotiterplatte aus dem versiegelten Paket entnehmen;
100pul Standardverdinnungspuffer in die Opg/ml
Mikrotiterplatten-reagenzvertiefung geben; dann jeweils 100
pl Standard oder Probe in die Reagenzvertiefungen geben;
50pl IL-10 Biotin Konjugat in jede Reagenzvertiefung geben;
Mikrotiterplatte mit Klebestreifen abdecken; 2 Stunden in
der Warmekammer bei 37°C inkubieren lassen; den Inhalt der
Platte abschiitten; 4x mit 400ul Waschpuffer splilen; jeweils
20 Sekunden mit Waschpuffer stehen lassen und dann
abschiitten; die Platte gegen Papiertiicher abtupfen; 100pul
Streptavidin-HRP (1x) in Jjede Reagenzvertiefung geben;
Mikrotiterplatte mit Klebestreifen abdecken; 45 Minuten in
Warmekammer bei 37°C inkubieren lassen; Inhalt der Platte
abschiitten; 4x mit 400ul Waschpuffer spilen; Jeweils 20
Sekunden mit Waschpuffer stehen lassen und dann abschiitten;
die Platte gegen Papiertiicher abtupfen; 100pl
stabilisiertes Chromogen in Jjede Reagenzvertiefung geben;
Mikrotiterplatte mit Klebestreifen abdecken; 30 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren; 100ul Stopldsung in
jede Reagenzvertiefung geben und sofort die optische Dichte
bei 450nm bestimmen; Erstellung der Standardkurve mittels

linearer Anpassung der Standardgeraden an die
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Standardmesswerte.

2

.1.3. Human soluble ICAM1 ELISA, R&D Systems,

Minneapolis, USA.

2

.1.3.1. Mitgelieferte Reagenzien

Mikrotiterplatte: mit Mausantikdrpern gegen humanes ICAM-
1 beschichtet.

sICAM1 Standards: 6 Geféale mit lyophilisiertem
rekombinantem geldstem ICAMI.

Probenverdiinnerldsung: enthdlt Konservierungsstoffe.

Anti ICAM1-HRP Konjugat (Konzentrat): ICAM1 AntikoOrper
konjugiert an Meerrettichperoxidase (HRP) in Pufferldsung
mit Konservierungsstoff.

Konjugatverdinner: Verdinner fir Antikorperkonjugat,
enthalt Konservierungstoff.

Parameterkontrollserum: lyophilisiertes rekombinantes
geldstes ICAM1 in humaner Serummatrix.
Waschpufferkonzentrat: 25x konzentriertes
Waschpufferkonzentrat.

Substrat: stabilisierte Substratldsung
(Tetramethylbenzidin) .

Stoplosung: Saureldsung.

Plattenabdeckung: Klebestreifen.

.1.3.2. Reagenzienvorbereitung

Standards: Standards mit 800ul Aqua ad injectabilia
rekonstituieren, bei Raumtemperatur 15 Minuten stehen
lassen, anschlieBend vorsichtig schiitteln.

Parameterkontrollserum: Kontrollen mit 500ul Agqua ad
injectabilia rekonstituieren, bei  Raumtemperatur 15
Minuten stehen lassen, anschlieBend vorsichtig schiitteln.
Anti-ICAMI1-HRP-Konjugat: Gefah, welches das Konjugat
enthalt, vorsichtig antippen, um Flissigkeit vom

Kappenbereich =zu 1l&sen; Inhalt mit geeigneter Pipette
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gemischt, 250ul des Konjugatkonzentrats in Flasche mit
Konjugatverdiinner transferieren; mischen durch
vorsichtiges invertieren und schitteln.

— Waschpufferkonzentrat: Waschpufferkonzentrat in Aqua ad
injectabilia volumenentsprechend verdinnen und auf ein
Endvolumen von 500ml bringen.

— Proben- und Parameterkontrollserumvorbereitung: alle
Proben und Parameterkontrollseren (nach Rekonstitution)

werden 1:20 mit der Probenverdiinnerldsung verdinnt.

2.1.3.3. Assayablauf

Mikrotiterplatte aus dem versiegelten Paket entnehmen;
100pul Anti-ICAM1-HRP-Konjugat in jede
Mikrotiterplattenreagenzvertiefung geben; 100pl Standards,
verdunnte Proben oder verdunntes Parameterkontrollserum
entsprechend hinzugeben; Platte mit Klebestreifen abdecken;
bei Raumtemperatur 1 Stunde und 30 Minuten inkubieren
lassen; Inhalt der Platte abschitten; 6x mit 300ul
Waschpuffer spiilen; die Platte gegen Papiertiicher abtupfen;
100pl Substrat in jede Reagenzvertiefung geben; Platte mit
Klebestreifen abdecken; bei Raumtemperatur 30 Minuten
inkubieren lassen; 100pl Stopldsung in Jjede
Reagenzvertiefung geben und sofort die optische Dichte bei
450nm bestimmen; Erstellung der Standardkurve mittels
linearer Anpassung der Standardgeraden an die

Standardmesswerte.

2.1.4. Human soluble E-Selektin ELISA, R&D Systems,
Minneapolis, USA.
2.1.4.1. Mitgelieferte Reagenzien

— Mikrotiterplatte: mit Mausantikdorpern gegen humanes E-
Selektin beschichtet.

- sE-Selektin Standards: 6 GefaBe mit lyophilisiertem
rekombinantem geldstem E-Selektin.

— Probenverdiinnerldsung: enthalt Konservierungsstoff.
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— Anti E-Selektin HRP Konjugat (Konzentrat): Antikorper
gegen E-Selektin konjugiert an Meerrettichperoxidase in
Pufferldsung mit Konservierungsstoff.

- Konjugatverdinner: Verdinner fiur AntikoOrperkonjugat,
enthalt Konservierungstoffe.

— Parameterkontrollserum: lyophilisiertes rekombinantes
geldstes E-Selektin in einer humanen Serummatrix.

— Waschpufferkonzentrat: 25x konzentriertes
Waschpufferkonzentrat.

— Substrat: stabilisierte Substratldsung
(Tetramethylbenzidin) .

— Stopldsung: Saureldsung.

— Plattenabdeckung: Klebestreifen.

2.1.4.2. Reagenzienvorbereitung

- Standards: Standards mit 800ul Agqua ad injectabilia
rekonstituieren, bei Raumtemperatur 15 Minuten stehen
lassen, anschlieBend vorsichtig schiitteln.

— Parameterkontrollserum: Kontrollen mit 500ul Aqua ad
injectabilia rekonstituieren, bei Raumtemperatur 15
Minuten stehen lassen, anschlieBend vorsichtig schiitteln.

— Anti E-Selektin-HRP Konjugat: Gefadl, welches das Konjugat
enthalt, vorsichtig antippen, um Flissigkeit vom
Kappenbereich =zu 1l&sen; Inhalt mit geeigneter Pipette
mischen, 250ul des Konjugatkonzentrats in eine Flasche
mit Konjugatverdinner transferieren; durch vorsichtiges
invertieren und schitteln mischen.

— Waschpufferkonzentrat: Waschpufferkonzentrat in Aqua ad
injectabilia wvolumenentsprechend verdinnen und auf ein
Endvolumen von 500ml bringen.

— Proben- und Parameterkontrollserumvorbereitung: alle
Proben und Parameterkontrollseren werden (nach Rekonsti-

tution) 1:20 mit Probenverdiinnerldsung verdinnt.

2.1.4.3. Assayablauf
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Mikrotiterplatte aus dem versiegelten Paket entnehmen;
100pul Anti-E-Selektin-HRP-Konjugat in Jjede
Mikrotiterplatten-reagenzvertiefung geben; 100ul Standards,
verdunnte Proben oder verdinntes Parameterkontrollserum
entsprechend hinzugeben; Platte mit Klebestreifen abdecken;
bei Raumtemperatur 1 Stunde und 30 Minuten inkubieren
lassen; Inhalt der Platte abschitten; 6x mit 300pul
Waschpuffer spiilen; die Platte gegen Papiertiicher abtupfen;
100pl Substrat in jede Reagenzvertiefung geben; Platte mit
Klebestreifen abdecken; bei Raumtemperatur 30 Minuten
inkubieren lassen; 100pl Stopldsung in jede
Reagenzvertiefung geben und sofort die optische Dichte bei
450nm bestimmen; Erstellung der Standardkurve mittels
linearer Anpassung der Standardgeraden an die

Standardmesswerte.

2.1.5. Human soluble VCAM1 ELISA, R&D Systems,
Minneapolis, USA.
2.1.5.1. Mitgelieferte Reagenzien

— Mikrotiterplatte: mit Mausantikdrpern gegen humanes VCAMI1
beschichtet.

— sE-Selektin Standards: 6 GefadBe mit lyophilisiertem
rekombinantem geldstem VCAMI.

— Probenverdinnerldsung: enthalt Konservierungsstoffe.

- Anti VCAM1-HRP Konjugat (Konzentrat): Antikorper gegen
VCAM1 konjugiert an Meerrettichperoxidase in Pufferldsung
mit Konservierungsstoffen.

- Konjugatverdinner: Verdinner fiur AntikoOrperkonjugat,
enthdalt Konservierungstoffe.

— Parameterkontrollserum: lyophilisiertes rekombinantes
geldstes VCAM1 in einer humanen Serummatrix.

— Waschpufferkonzentrat: 25x konzentriertes
Waschpufferkonzentrat.

— Substrat: stabilisierte Substratldsung

(Tetramethylbenzidin) .
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— Stopldsung: Saureldsung.

— Plattenabdeckung: Klebestreifen.

2.1.5.2. Reagenzienvorbereitung

- Standards: Standards mit 800ul Agqua ad injectabilia
rekonstituieren, bei Raumtemperatur 15 Minuten stehen
lassen, anschlieBend vorsichtig schiitteln.

— Parameterkontrollserum: Kontrollen mit 500ul Agqua ad
injectabilia rekonstituieren, bei  Raumtemperatur 15
Minuten stehen lassen, anschlieBend vorsichtig schiitteln.

- Anti VCAM1-HRP Konjugat: Gefal, welches das Konjugat
enthalt, vorsichtig antippen, um die Flissigkeit wvom
Kappenbereich zu 1l&sen; den Inhalt mit geeigneter Pipette
mischen, 250ul des Konjugatkonzentrats in die Flasche mit
Konjugatverdinner transferieren; durch vorsichtiges
invertieren und schitteln mischen.

— Waschpufferkonzentrat: Waschpufferkonzentrat in Aqua ad
injectabilia volumenentsprechend verdinnen und auf ein
Endvolumen von 500ml bringen.

— Proben- und Parameterkontrollserumvorbereitung: alle
Proben und Parameterkontrollseren werden (nach Rekonsti-

tution) 1:50 mit Probenverdiinnerldsung verdinnt.

2.1.5.3. Assayablauf

Mikrotiterplatte aus dem versiegelten Paket entnehmen;
100pl Anti-VCAMI1-HRP-Konjugat in jede Mikrotiterplatten-
reagenzvertiefung geben; 100pl Standards, verdinnte Proben
oder verdinntes Parameterkontrollserum entsprechend
hinzugeben; die Platte mit Klebestreifen abdecken; Dbei
Raumtemperatur 1 Stunde und 30 Minuten inkubieren lassen;
den 1Inhalt der Platte abschiitten; 6x mit 300nl Waschpuffer
spilen; die Platte gegen Papiertiicher abtupfen; 100ul
Substrat in Jjede Reagenzvertiefung geben; die Platte mit
Klebestreifen abdecken; bei Raumtemperatur 30 Minuten

inkubieren lassen; 100pl Stopldsung in jede
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Reagenzvertiefung geben und sofort die optische Dichte bei
450nm bestimmen; Erstellung der Standardkurve mittels
linearer Anpassung der Standardgeraden an die

Standardmesswerte.

2.1.6. GMP-140 EIA, Takara Shuzo Co., Shiga, Japan.
2.1.6.1. Mitgelieferte Reagenzien
— Mikrotiterplattenbeschichtungsantikdrper: Monoklonaler

Mausantikdrper gegen GMP-140.

— Mikrotiterplattenbeschichtungspuffer: Phosphat gepufferte
Salzlosung (PBS).

— Mikrotiterplattenblockungspuffer: Protein in einer
gepufferten LOsung.

- AntikOrper-POD Konjugat: lyophilisierte
Meerrettichperoxidase konjugiert an monoklonale
Mausantikdrper gegen GMP-140.

— Standard: lyophilisiertes GMP-140.

— Probenverdiinner: enthdalt Protein in einer gepufferten
Losung.

— OPD-Tabletten: o-Phenylendiamin HCI1.

— Substratverdiinner: enthalt Wasserstoffperoxid in einer
gepufferten Ldsung.

— Mikrotiterplatte: unbeschichtete Platten

— Plattenabdeckung: Klebestreifen.

2.1.6.2. Nicht mitgelieferte Reagenzien

— Stopldsung: 1IN H2SO4.
— Waschpufferldsung: Phosphat gepufferte Salzldsung (PBS):
PBS (10x) hergestellt wvon GIBCO BRL, Cat No.14080-048;

1:10 verdinnt auf 1L und auf pH7.2 angeglichen.

2.1.6.3. Reagenzienvorbereitung

— Losung 1: Mikrotiterplattebeschichtungsldsung: Beschich-

tungsantikdrper mit Beschichtungspuffer 1im Verhaltnis
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1:99 verdinnen und ausgiebig mischen. Unmittelbar vor
Benutzung herstellen und sofort flir Mikrotiterplatte
verwenden.

- Losung 2: Antikorper-POD Konjugat Losung: Antikorper-POD
Konjugat in 1Iml Aqua ad injectabilia aufldsen und
vorsichtig mischen, gefolgt von 10 Minuten vorsichtigem
Rollen des GefédRes; dadurch Schaumbildung vermeiden.

- Losung 4: Substratldésung: eine OPD-Tablette in das
Substratverdlinnergefal transferieren. Gut mischen nachdem
die Tablette aufgeldst 1ist. 1Innerhalb wvon 15 Minuten

verwenden.

2.1.6.4. Mikrotiterplattenbeschichtung

Je 200l von Losung 1 in jede Mikrotiterplatten-
reagenzvertiefung geben; Platte mit Klebestreifen abdecken
und Uber Nacht bei 4°C inkubieren 1lassen; den Inhalt
ausschiitten und gegen saubere Papiertiicher abtupfen; in
jede Reagenzvertiefung 200pl Blockungspuffer geben und flr
2 Stunden bei 37°C inkubieren lassen; den Inhalt
ausschiitten und gegen saubere Papiertiicher abtupfen;
Reagenzvertiefungen 3x mit jeweils 400ul PBS waschen; den

Inhalt ausschiitten und gegen saubere Papiertiicher abtupfen.

2.1.6.5. Assayablauf

Jede Reagenzvertiefung mit Jeweils 100pl Probe oder
Standard mittels Multikanalpipette flllen; die Platte mit
Klebestreifen abdecken; 1 Stunde bei Raumtemperatur
inkubieren lassen; Reagenzvertiefungen 3x mit jeweils 400ul
PBS waschen; ausschiitten und gegen saubere Papiertiicher
abtupfen; 100ul der Losung 2 1in Jjede Reagenzvertiefung
geben; Platte mit Klebestreifen abdecken; 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubieren lassen; OPD-Substratldsung 10
Minuten vor Ende der Inkubationszeit herstellen;
Reagenzvertiefungen 4x mit Jeweils 400pl PBS waschen;

ausschiitten und gegen saubere Papiertiicher abtupfen; 100pl
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der Losung 4 1in Jjede Reagenzvertiefung geben; 15 Minuten
bei Raumtemperatur inkubieren lassen; je Reagenzvertiefung
100pl Stopldsung hinzufiigen; die optische Dichte sofort bei
490nm bestimmen; Erstellung der Standardkurve mittels
linearer Anpassung der Standardgeraden an die

Standardmesswerte.

2.2. Statistische Verfahren

Der Mann-Whitney U-Test wurde eingesetzt um Subgruppen der
Patientenkollektive bei einem Messwertparameter,
hinsichtlich der Relevanz ihrer Messwertergebnisse,
auszuwerten. Der Mann-Whitney U-Test wurde zum Vergleich
von Jjeweils zwel Subguppen eingesetzt.

Analysen von verschiedenen Parametern am gleichen
Patientenkollektiv wurden mit der Rangdifferenz-Korrelation
nach Spearman durchgefihrt.

Uberlebenszeitenparameter wurden mit Hilfe der Kaplan-Meier
Methode und des Log-Rank Test analysiert.

Der 0Odds Ratio mit 95% Konfidenzintervallen wurde zur
Wahrscheinlichkeitsberechnung eingesetzt (9).

"Survival" wurde definiert als der Zeitraum zwischen dem
Datum der Randomisierung innerhalb der Deutschen Morbus
Hodgkin Studie und dem Todestag des Patienten, sofern er in
Folge des Morbus Hodgkin verstarb.

"Freedom From Treatment Failure" wurde definiert als der
Zeitraum zwischen dem Datum der Randomisierung innerhalb
der Deutschen Morbus Hodgkin Studie und der
Diagnosestellung "Therapieversagen". "Therapieversagen"
wurde definiert als nicht Erreichen einer Komplettremission
nach Therapie, keiner Veranderung unter Therapie, Progress
unter Therapie oder einem Rezidiv nach erreichter
Komplettremission.

"Remission Free Survival" wurde definiert als der Zeitraum
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zwischen dem Erreichen einer Komplettremission und dem
Zeitpunkt der Diagnosestellung eines Rezidivs.

Als obere oder untere Grenze des Normbereichs eines
Messparameters wurde die Grenze definiert, welche die
Messwerte von iUber 95% von gesunden Personen ibertraf oder
unterschritt.

Bei allen statistischen Berechnungen wurde ein
Signifikanzniveau von 5% als Schwellenwert der Verwerfung

der Nullhypothese zugrunde gelegt.
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2.3. Patienten und Kontrollpersonen
Zelladhasionsmolekiile und Zytokine wurde im Serum von an
Morbus Hodgkin erkrankten Patienten gemessen, welche an der
multizentrischen Studie der Deutschen Morbus Hodgkin
Studiengruppe registriert waren. Serumproben wurden vor
Therapie abgenommen und bei -70°C bis =zum Gebrauch
gelagert. Die Diagnose wurde durch histologische
Untersuchung von Tumorgewebe gesichert und die klinische
Stadieneinteilung wurde anhand der Ann Arbor Klassifikation
durchgefihrt. Patienten welche an unerkldrtem Fieber iber
38°C, NachtschweiB oder Gewichtsverlust {ber 10% ihres
Korpergewichts innerhalb von 6 Monaten zu beklagen hatten,
wurden als Patienten mit B-Symptomen eingestuft. Patienten
ohne diese Symptome, wurden als Patienten mit A-Symptomen
eingestuft.

Um Normwerte zu ermitteln wurde Serum von Blutspendern der
Abteilung fiir Hamapherese der Universitatsklinik Koln

gewonnen und bei -70°C bis zur Verwendung gelagert.
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3. Ergebnisse

3.1. ICaM-1

3.1.1. ICAM-1 Messergebnisse

Die gemessenen ICAM-1 Serumwerte bei 58 Morbus Hodgkin
Patienten waren signifikant hoher im Vergleich zu den 20
gesunden Kontrollen (p=0,0019; siehe Tabelle 1 und 2).

Bei Morbus Hodgkin Patienten war ICAM-1 im Serum aller 58
Patienten messbar, der Median lag bei 271,1 ug/ml, die
Standardabweichung war 314,33 ug/ml und der niedrigste und
hochste gemessene Serumwert war 17,5 und 2070 nug/ml.

Bei Gesunden, im Vergleich zu den Morbus Hodgkin Patienten,
war ICAM-1 im Serum aller 20 Testpersonen genauso haufig
messbar, der Median lag bei 212 pug/ml niedriger, die
Standardabweichung war mit 38,6 upg/ml kleiner und der
niedrigste und hochste gemessene Serumwert war bei 133,9
und 287,9 ug/ml.

Die obere Grenze des Normbereichs bei der 95% Perzentile
der Gesunden lag bei 284,1 pg/ml, wobei 26 von 58 (44,8 %)
der Morbus Hodgkin Patienten einen Messwert {Uber dieser

Grenze hatten (p=0,0019).

3.1.2. ICAM-1 und klinische Parameter

Die Assoziation wvon klinischen Parametern mit ICAM-1
Serumwerten bei Morbus Hodgkin Patienten war wie folgt
(siehe Abbildung 1 und Tabelle 3).

Ein ICAM-1 Serumwert uUber dem Normbereich, welchen 19 von
34 ménnliche Patienten und 7 wvon 24 weibliche Patienten
hatten, korrelierte im Chi-Quadrat Test signifikant
(p=0,04391) mit dem mannlichen Geschlecht.

Ein ICAM-1 Serumwert iiber dem Normbereich, welchen 4 von 14
Patienten mit Stadium I, 4 von 18 Patienten mit Stadium II,

8 von 12 Patienten mit Stadium III und 10 von 14 Patienten
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Abbildung 1: ICAM-1 im Serum von HD Patienten und Gesunden
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1 bis 4 = klinisches Stadium; CO = Kontrollserum

(obere Grenze des Normalbereichs = 284,1 pug/ml (gestrichelte Linie))

mit Stadium IV hatten, korrelierte im Chi-Quadrat Test
signifikant (p=0,009106) mit einem hoheren
Erkrankungsstadium.

Ein ICAM-1 Serumwert iUber dem Normbereich, welchen 9 von 32
Patienten ohne B-Symptomen und 17 von 26 Patienten mit B-
Symptomen hatten, korrelierte im Chi-Quadrat Test
signifikant (p=0,00455) mit dem Vorliegen von B-Symptomen.
Ein ICAM-1 Serumwert uUber dem Normbereich, welchen 18 wvon
48 Patienten ohne extranodalen Befall wund 8 wvon 10
Patienten mit extranodalen Befall hatten, korrelierte im
Chi-Quadrat Test signifikant (p=0,01395) mit dem Vorliegen
eines extranodalen Befalls.

Ein ICAM-1 Serumwert iUber dem Normbereich, welchen 6 von 29
Patienten ohne Befall von drei oder mehr
Lymphknotenregionen und 20 von 29 Patienten mit Befall wvon
drei oder mehr Lymphknotenregionen hatten, korrelierte im
Chi-Quadrat Test signifikant (p=0,00022) mit dem Befall wvon

drei oder mehr Lymphknotenregionen.
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Tabelle 3: Patientencharakteristika und klinische Parameter

in Bezug zum ICAM-1 Serumwert

Total ICAM1 Serumspiegel uber
dem oberen Normbereich
(n) |Nein (n){Ja (n)| Pearson Chi-
Quadrat Test (p)
Geschlecht maénnlich 34 15 19
weiblich 24 17 7 0,04391
Alter <45J 42 24 18
>45) 14 7 7 0,64151
Stadium / 14 10 4
11 18 14 4
1 12 4 8
v 14 4 10 0,00916
B-Symptome Ja 26 9 17
Nein 32 23 9 0,00455
Histologie LP 5 3 2
NS 33 19 14
MmC 18 9 9
LD 1 0 1
UC HD 1 1 0 0,66948
Bulk Ja 23 10 13
Nein 35 22 13 0,09328
Extranodaler Ja 10 2 8
Befall Nein 48 30 18 0,01395
>=3 Lymphknoten Ja 29 9 20
Nein 29 23 6 0,00022
Massiver Milzbefall Ja 8 3 5
Nein 50 29 21 0,27902
Grosse mediastinale Ja 10 5 5
Raumforderung Nein 48 27 21 0,7177
Score 0-2 47 29 18
Internationaler Index 3+ 11 3 8 0,03874
Therapieerfolg CR 43 23 20
PR 2 1 1
PRO 2 0 2 0,24945
Rezidiv Ja 10 3 7
Nein 42 27 15 0,04858
Vitaler Status lebend 34 24 10
verstorben 5 0 5 0,00245

Ein ICAM-1 Serumwert uUber dem Normbereich, welchen 18 wvon
47 Patienten ohne erhohtem klinischen Risikofaktoren Score
und 8 von 11 Patienten mit erhohtem klinischen
Risikofaktoren Score hatten, korrelierte im Chi-Quadrat
Test signifikant (p=0,03874) mit dem Vorliegen eines

erhohten klinischen Risikofaktoren Score.
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Ein ICAM-1 Serumwert uUber dem Normbereich, welchen 15 von
42 Patienten ohne Rezidiv und 7 wvon 10 Patienten mit
Rezidiv hatten, korrelierte im Chi-Quadrat Test signifikant
(p=0,04858) mit dem Vorliegen eines Rezidivs.

Ein ICAM-1 Serumwert uUber dem Normbereich, welchen 10 wvon
34 der nicht verstorbenen Patienten und 5 wvon 5 der
verstorbenen Patienten hatten, korrelierte im Chi-Quadrat
Test signifikant (p=0,00245) mit dem Versterben der

Patienten.

Zusammenfassung: Ein erhdhter ICAM-1 Serumwert korrelierte
signifikant mit dem mannlichen Geschlecht, einem
fortgeschrittenen Erkrankungsstadium, dem Vorliegen wvon B-
Symptomen, dem Vorliegen eines extranodalen Befalls, dem
Befall von 3 oder mehr Lymphknotenregionen, dem
internationalen Risikofaktoren Score nach Hasenclever und
Diehl, dem Vorliegen eines Rezidivs und dem Versterben der
Patienten.

Nicht signifikant korrelierte ein erhdhter ICAM-1 Serumwert
mit einem Alter wvon {Uber oder unter 45 Jahren, der
Histologie, dem Vorliegen eines Bulk, einem massiven
Milzbefall, einer groRen mediastinalen Raumforderung und

dem Primartherapieerfolg.

3.1.3. ICAM-1 und Laborparameter

Die Assoziation von Standardlaborparametern der HD
Patienten mit ICAM-1 Serumwerten war wie folgt (siehe
Tabelle 4).

Ein ICAM-1 Serumwert iiber dem Normbereich, welchen 6 von 24
der Patienten ohne erhdhter BSG und 20 von 34 der Patienten
mit erhdhter BSG hatten, korrelierte im Chi-Quadrat Test

signifikant (p=0,01074) mit einer erhdohten BSG.
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Tabelle 4: Blutwerte in Bezug zu ICAM-1 Serumwerten

ICAM1 Serumspiegel uber
dem oberen Normbereich
Nein (n) Ja (n) Pearson Chi-
Quadrat Test (p)

Hohe BSG Nein 18 6

Ja 14 20 0,01074
Albumin~® >=40g/L 18 8

<40g/L 1 5 0,01812
Hémoglobin* >=10,5g/dL 26 20

<10,5g/dL 4 6 0,34238
Leukozyten* <15 G/L 27 19

>=15 G/L 3 7 0,05913
Lymphozyten* >=8% 27 19

<8% 2 3 0,42276

(* = einige Werte wurden nicht erhocben bzw. dokumentiert)

Ein ICAM-1 Serumwert Uber dem Normbereich, welchen 5 wvon 6
der Patienten mit einem Albumingehalt unter 40 g/1 und 8
von 24 der Patienten mit Albumin iber oder gleich 40 g/1 im
Blut, korrelierte im Chi-Quadrat Test signifikant

(p=0,01812) mit Albumin unter 40 g/1 im Blut.

Nicht signifikant mit einem ICAM-1 Serumwert iber dem
Normbereich korrelierte ein Hamoglobingehalt von lber oder
unter 10,5 g/dl, wvon mehr oder weniger als 15 g/1

Leukozyten und von mehr oder weniger als 8% Lymphozyten.

3.1.4. ICAM-1 und Uberlebensparameter
Morbus Hodgkin Patienten mit einem ICAM-1 Serumwert Uber
dem Normbereich verstarben signifikant héaufiger, als
Patienten mit einem Serumwert im Normbereich (p=0,0076;
Odds Ratio= 91,71 (95% KI unten= 1,42; 95% KI oben= 5917;
siehe Abbildung 2 und Tabelle 5 und 6).

Abbildung 2: Uberlebenszeit in Bezug zum ICAM-1 Serumwert
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Tabelle 5: Uberlebenszeit in Bezug zum ICAM-1 Serumwert

5V Beobachtungszeit (Tage) Signifikanz
Mittel- langster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter | abweichung | Konfidenz- Test (p)

Zeitraum intervall

ICAM-1 ) 179145 2218 157,36 1483,03 -

Serumwert Uber

dem 2099,88

Normbereich

ICAM-1

Serumwert im nfa n/a n/a n/a 0,0076

Normbereich

{n/a = Berechnung nicht ausfiihrbar, da alle Beobachtungen zensiert sind)

Tabelle 6: Uberleben in Bezug zum ICAM-1 Serumwert

SV Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zenslerte

beobachteten Vorfalle zenslierten Patienten in

Patienten Patienten Prozent (%)

ICAM-1

Serumwert liber 292 5 17 77,27

dem

Normbereich

ICAM-1

Serumwert im 30 0 30 100

Normbereich
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Die Anzahl der Dbeobachteten Patienten mit einem ICAM-1
Serumwert im Normbereich war 30, wovon kein Patient wahrend
des Beobachtungszeitraumes verstarb. Insgesamt wurde die
Beobachtung wvon 30 (100%) Patienten in diesem Kollektiv
zensiert.

Patienten mit einem ICAM-1 Serumwert Uber dem Normbereich
wurden durchschnittlich 1791,45 Tage beobachtet, wobei der
léangste Beobachtungszeitraum 2218 Tage betrug. Die Anzahl
der beobachteten Patienten war 22, wovon 5 Patienten
wahrend des Beobachtungszeitraumes verstarben. Insgesamt
wurde die Beobachtung wvon 17 (77,27%) Patienten in diesem
Kollektiv zensiert.

Morbus Hodgkin Patienten mit einem ICAM-1 Serumwert Uber
dem Normbereich hatten ein signifikant selteneres
rezidivfreies Uberleben als Patienten mit einem Serumwert
im Normbereich (p=0,031; O0dds Ratio=4,2 (95% KI unten=
0,79; 95% KI oben= 24,56); siehe Abbildung 3 und Tabelle 7
und 8) .

Abbildung 3: Rezidivfreies Uberleben in Bezug zum ICAM-1

Serumwert

1.1

C
D
0
o
-
D
O
-
)
2 |
[1H] .91 1
= \ ICAM1 Serumwert
> - =1 - - =
=
% :_‘ P {ber dem Normbereich
D .81 ! + - .
o L Uber dem Normbereich
o | - zensiert
= Bl
o 77 | 5 im Normbereich
5 e L e +
g * im Normbereich
X B _ _ _ _ _ - zensiert
-500 4] 500 1000 1500 2000 2500

Rezidiv freies Uberleben (Tage)

40



Tabelle 7: Rezidivfreie Uberlebenszeit in Bezug zum ICAM-1

Serumwert

RFS Beobachtungszeit (Tage) Signifikanz
Mittel- lingster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter| abweichung| Konfidenz-| Test (p)

Zeltraum intervall

ICAM-1 1390,45 1984 185,41 | 102705 -

Serumwert iiber

dem 1753,86

Normbereich

ICAM-1 1524,01 1676 82,58 | 1362,16 - | 0,031

Serumwert im

Normbereich 1685,86

Tabelle 8: Rezidivfreies Uberleben in Bezug zum ICAM-1

Serumwert

RFS Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zensierte
beobachteten Vorfille zensierten Patienten In
Patienten Patienten Prozent (%)

ICAM-1

Serumwert liber 292 7 15 68,18

dem

Normbereich

ICAM-1

Serumwert Im 30 3 27 20

Normbereich

Patienten mit einem ICAM-1 Serumwert im Normbereich wurden
durchschnittlich 1524,01 Tage beobachtet, wobei der langste
Beobachtungszeitraum 1676 Tage Dbetrug. Die Anzahl der
beobachteten Patienten war 30, wovon 3 Patienten wahrend
des Beobachtungszeitraumes ein Rezidiv erlitten. Insgesamt
wurde die Beobachtung wvon 27 (90%) Patienten in diesem
Kollektiv zensiert.

Patienten mit einem ICAM-1 Serumwert {iber dem Normbereich
wurden durchschnittlich 1390,45 Tage beobachtet, wobei der
lédngste Beobachtungszeitraum 1984 Tage betrug. Die Anzahl
der beobachteten Patienten war 22, wovon 7 Patienten

wahrend des Beobachtungszeitraumes ein Rezidiv erlitten.
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Insgesamt wurde die Beobachtung von 15 (68,18%) Patienten

in diesem Kollektiv zensiert.

Morbus Hodgkin Patienten mit einem ICAM-1 Serumwert Uber
dem Normbereich hatten eine signifikant seltenere Freiheit
von Therapieversagen, als Patienten mit einem Serumwert im
Normbereich (p=0,0393; Odds Ratio= 4,2 (95% KI unten= 0,79;
95% KI oben= 24,56); siehe Abbildung 4 und Tabelle 9 und
10) .

Abbildung 4: Freiheit von Therapieversagen in Bezug 2zum

ICAM-1 Serumwert

c
D 1.1
)
]
@
2
@ 1.01
2 ‘
© .
m ! | Il 1l 1
_C |_ . T T T LLI
.91
: : ICAM1 Serumwert
-9 HHH—H— _
E :_‘ D fber dem Normbereich
o .81 !
LEI_I_J ] * Gber dem Normbereich
o | - zensiert
= o
o .7 ' o i
t_g o oy im Normbereich
g * im Normbereich
X 6 _ _ - zensiert
0 1000 2000 3000

Freiheit von Therapieversagen (Tage)

Tabelle 9: Freiheit von Therapieversagen Beobachtungszeiten

in Bezug zum ICAM-1 Serumwert
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FFTF Beobachtungszeit (Tage) Signifikanz
Mittel- lingster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter| abweichung| Konfidenz-| Test (p)

Zeltraum intervall

ICAM-1 1658,86 2218 175,11 | 131564 -

Serumwert iiber

dem 2002,09

Normbereich

ICAM-1 1685,68 1821 74,38 1539,9 0,0393

Serumwert im

Normbereich 1831,47

Tabelle 10:

Freiheit von Therapieversagen in Bezug zum

ICAM-1 Serumwert

FFTF Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zensierte
beobachteten Vorfille zensierten Patienten In
Patienten Patienten Prozent (%)

ICAM-1

Serumwert liber 292 7 15 68,18

dem

Normbereich

ICAM-1

Serumwert Im 30 3 27 20

Normbereich

Patienten mit einem ICAM-1 Serumwert im Normbereich wurden
durchschnittlich 1685, 68 Tage beobachtet,
1821

wobeil der langste

Beobachtungszeitraum Tage Dbetrug. Die Anzahl der

beobachteten Patienten war 30, wovon 3 Patienten wahrend

Beobachtungszeitraumes ein Therapieversagen hatten.

(90%)

des
Insgesamt wurde die Beobachtung von 27 Patienten in
diesem Kollektiv zensiert.

Patienten mit einem ICAM-1 Serumwert {iber dem Normbereich
wurden durchschnittlich 1658,86 Tage beobachtet, wobei der

Die Anzahl

langste Beobachtungszeitraum 2218 Tage betrug.

der
wahrend des

hatten.

beobachteten

Beobachtungszeitraumes

Patienten

war

22,

Patienten in diesem Kollektiv zensiert.

3.2.
3.2.1.

E-Selektin

43

E-Selektin Messergebnisse

ein

wovon 7/

Patienten

Therapieversagen

Insgesamt wurde die Beobachtung wvon 15

(68,18%)



Die gemessenen E-Selektin Serumwerte bei 59 Morbus Hodgkin
Patienten waren, im Vergleich zZu den 20 gesunden
Kontrollen, signifikant hoher (p=0,0202; siehe Tabelle 1
und 2) .

Bei Morbus Hodgkin Patienten war E-Selektin im Serum aller
Patienten messbar, der Median lag bei 68,06 ug/ml, die
Standardabweichung war 82,68 ug/ml und der niedrigste und
hochste gemessene Serumwert war 16,07 und 511,2 pg/ml,

Bei Gesunden, im Vergleich zu den HD Patienten, war E-
Selektin im Serum auch bei allen Testpersonen nachweisbar,
der Median lag bei 50,53 pg/ml niedriger und der niedrigste
und hdchste gemessene Serumwert war 20,11 und 102,6 pg/ml.
Die untere Grenze des Normbereichs bei der 5% Perzentile
der Gesunden lag bei 23,89 ng/ml. Die obere Grenze des
Normbereichs bei der 95% Perzentile der Gesunden lag bei
93,13 pg/ml, wobei 16 von 59 (27,1%) der HD Patienten einen

Messwert signifikant Uber dieser Grenze hatten (p=0,0202).

3.2.2. E-Selektin und klinische Parameter

Die Assoziation wvon klinischen Parametern mit E-Selektin
Serumwerten bei Morbus Hodgkin Patienten war wie folgt
(siehe Abbildung 5 und Tabelle 11).

Ein E-Selektin Serumwert Uber dem Normbereich, welchen 1
von 14 Patienten mit Stadium I, 2 von 18 Patienten mit
Stadium II, 4 von 12 Patienten mit Stadium III und 9 von 15
Patienten mit Stadium IV hatten, korrelierte im Chi-Quadrat
Test signifikant (p=0,0035) mit einem hoheren
Erkrankungsstadium.

Ein E-Selektin Serumwert Uber dem Normbereich, welchen 4
von 32 Patienten ohne B-Symptomen und 12 von 27 Patienten
mit B-Symptomen hatten, korrelierte im Chi-Quadrat Test

signifikant (p=0,00597) mit dem Vorliegen von B-Symptomen.

Abbildung 5: E-Selektin im Serum von HD Patienten und

Gesunden
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Ein E-Selektin Serumwert {iber dem Normbereich, welchen 4
von 29 Patienten ohne Befall wvon drei oder mehr
Lymphknotenregionen und 12 von 30 Patienten mit Befall von
drei oder mehr Lymphknotenregionen hatten, korrelierte im
Chi-Quadrat Test signifikant (p=0,0236) mit dem Befall von
drei oder mehr Lymphknotenregionen.

Ein E-Selektin Serumwert iber dem Normbereich, welchen 10
von 50 Patienten ohne massiven Milzbefall und 6 wvon 9
Patienten mit massiven Milzbefall hatten, korrelierte im
Chi-Quadrat Test signifikant (p=0,00374) mit dem Vorliegen
eines massiven Milzbefalls.

Ein E-Selektin Serumwert {iber dem Normbereich, welchen 10
von 48 Patienten ohne erhdhtem klinischen Risikofaktoren
Score und 6 wvon 11 Patienten mit erhohtem klinischen
Risikofaktoren Score hatten, korrelierte im Chi-Quadrat
Test signifikant (p=0,0233) mit dem Vorliegen eines

erhohten klinischen Risikofaktoren Scores.

Tabelle 11: Patientencharakteristika und klinische

Parameter in Bezug zum E-Selektin Serumwert
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Total E-Selectin Serumspiegel (ber
dem oberen Normbereich
(n) |Nein (n)|Ja (n)| Pearson Chi-
Quadrat Test (p)

Geschlecht mannlich 34 26 8

weiblich 25 17 8 0,46956
Alter < 45 J 45 34 11

> 45 J 14 9 5 0,40747
Stadium ! 14 13 1

i 18 16 2

1 12 8 4

IV 15 6 9 0,0035
B-Symptome Ja 27 15 12

Nein 32 28 4 0,00597
Histologle LP 5 4 1

NS 33 25 8

MC 19 12 7

LD 1 1 0

UCHD 1 1 0 0,75058
Bulk Ja 20 13 7

Nein 39 30 9 0,13033
Extrancdaler Ja 11 6 5

Befall Nein 48 37 11 0,12938

==3 Lymphknoten Ja 30 18 12

Nein 29 25 4 0,0236
Massiver Milzbefall Ja =] 3 6

Nein 50 40 10 0,00374
Grosse mediastinale Ja 10 5 5

Raumforderung Nein 49 38 11 0,07411

Score 0-2 48 38
Internationaler Index 3+ 11 5 B 00,0233
Theraplieerfolg A 50 38 12

PH 2 1 1

PHO 2 0 2 0,04861
Rezidiv Ja 10 4 6

Nein 43 34 9 0,01349
Vitaler Status febend 49 39 10

verstorben 5 0 5 0,00015

Ein E-Selektin Serumwert {iber dem Normbereich, welchen 3
von 4 Patienten ohne Primadrtherapieerfolg und 12 wvon 50
Patienten mit Primd@rtherapieerfolg hatten, korrelierte im
Chi-Quadrat Test signifikant (p=0,04861) mit dem Vorliegen
keines Primartherapieerfolgs.

Ein E-Selektin Serumwert {iber dem Normbereich, welchen 9
von 43 Patienten ohne Rezidiv und 6 von 10 Patienten mit
Rezidiv hatten, korrelierte im Chi-Quadrat Test signifikant
(p=0,01349) mit dem Vorliegen eines Rezidivs.

Ein E-Selektin Serumwert iber dem Normbereich, welchen 10

von 49 der nicht verstorbenen Patienten und 5 von 5 der
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verstorbenen Patienten hatten, korrelierte im Chi-Quadrat
Test signifikant (p=0,00015) mit dem Versterben der
Patienten.

Zusammenfassung: Ein erhohter E-Selektin Serumwert
korrelierte signifikant mit einem hohen Erkrankungsstadium,
dem Vorliegen von B-Symptomen, dem Befall von 3 oder mehr
Lymphknotenregionen, einem massiven Milzbefall, einem hohen
Wert im internationalen Risikofaktoren Score nach
Hasenclever und Diehl, mit dem Vorliegen keines
Primdrtherapieerfolges, dem Vorliegen eines Rezidivs und
dem Versterben der HD Patienten.

Ein erhdéhter E-Selektin Serumwert korrelierte nicht
signifikant mit dem Geschlecht der Patienten, einem Alter
von Uber oder unter 45 Jahren, dem histologischen Subtyp,
dem Vorliegen eines Bulk, einem extranodalen Befall oder

einer groBen mediastinalen Raumforderung.

3.2.3. E-Selektin und Laborparameter
Die Assoziation von Standardlaborparametern der HD
Patienten mit E-Selektin Serumwerten war wie folgt (siehe

Tabelle 12).

Tabelle 12: Blutwerte in Bezug zu E-Selektin Serumwerten

E-Selektin Serumspiegel uber
dem oberen Normbereich
Nein (n) Ja (n) Pearson Chi-
Quadrat Test (p)
Hohe BSG Nein 21 3
Ja 22 13 0,03648
Albumin~® >=40g/L 19 7
<40g/L 4 2 0,765292
Hémoglobin* >=10.5g/dL 36 10
<10.5g/dL B 5 0,10858
Leukozyten* <15 G/L 37 10
>=15 G/L 5 5 0,06106
Lymphozyten* >=8% 34 13
<8% 3 2 0,56255

(* = einige Werte wurden nicht erhocben bzw. dokumentiert)
Ein E-Selektin Serumwert {Uber dem Normbereich, welchen 3

von 24 der Patienten ohne erhdhter BSG und 13 wvon 35 der
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Patienten mit erhdhter BSG hatten, korrelierte im Chi-
Quadrat Test signifikant (p=0,03648) mit einer erhohten
BSG.

Ein E-Selektin Serumwert Uber dem Normbereich korrelierte
nicht signifikant mit einem Albuminwert von iber oder unter
40g/1, mit einem Hamoglobingehalt von iiber oder unter 10,5
g/dl, mehr oder weniger als 15 g/1 Leukozyten oder einem
Lymphozytenanteil von mehr oder weniger als 8% im Blut der

HD Patienten.

3.2.4. E-Selektin und Uberlebensparameter

Morbus Hodgkin Patienten mit einem E-Selektin Serumwert
Uber dem Normbereich verstarben signifikant haufiger als
Patienten mit einem Serumwert 1im Normbereich (p=0,0007;
Odds Ratio=403 (95% KI unten= 2,86; 95% KI oben= 56812;
siehe Abbildung 6 und Tabelle 13 und 14).

Abbildung 6: Uberlebenszeit in Bezug zum E-Selektin
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Tabelle 13: Uberlebenszeit in Bezug zum E-Selektin

Serumwert
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SV Beobachtungszelit (Tage) Signifikanz
Mittel- lingster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter| abweichung| Konfidenz-| Test (p)

Zeltraum intervall

E-Selectin 1458,23 1785 121,66 121979 -

Serumwert liber

dem 1696,68

Normbereich

E-Selectin n/a n/a n/a n/a 0,0007

Serumwert im

Normbereich

(n/a = Berechnung nicht ausfuhrbar, da alle Beobachtungen zensiert sind)

Tabelle 14: Uberleben in Bezug zum E-Selektin Serumwert

SV Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zensierte
beobachteten Vorfille zensierten Patienten In
Patlenten Patlenten Prozent (%)

E-Selectin

Serumwert iiber 15 5 10 66,67

dem

Normbereich
E-Selectin
Serumwert Im
Normbereich

38 0] 38 100

Die Anzahl der beobachteten Patienten mit einem E-Selektin
Serumwert im Normbereich war 38, wovon kein Patient wahrend
des Beobachtungszeitraumes verstarb. Insgesamt wurde die
Beobachtung wvon 38 (100%) Patienten in diesem Kollektiv
zensiert.

Patienten mit einem E-Selektin Serumwert iber dem
Normbereich wurden durchschnittlich 1458,23 Tage
beobachtet, wobei der 1ladngste Beobachtungszeitraum 1785
Tage betrug. Die Anzahl der beobachteten Patienten war 15,
wovon 5 Patienten wahrend des Beobachtungszeitraumes
verstarben. Insgesamt wurde die Beobachtung von 10 (66,67%)

Patienten in diesem Kollektiv zensiert.

Morbus Hodgkin Patienten mit einem E-Selektin Serumwert
Uber dem Normbereich hatten ein signifikant selteneres

rezidivfreies Uberleben, als Patienten mit einem Serumwert
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im Normbereich (p=0,0133; Odds Ratio = 5,67 (95% KI unten=
1,08; 95% KI oben= 31,67), siehe Abbildung 7 und Tabelle 15
und 16) .

Abbildung 7: Rezidivfreies Uberleben in Bezug zum E-

Selektin Serumwert

1.1

c

D

®

= 1.071

D

0
ID e JHELL [ I Il

U,J J LU TIrTT T T T Ll

o .9

@

= T , E-SELECTIN Serumwert
2 _8-— | T _.. .
% | P Ober dem Normbereich

I

GJ = _l’_ - .
ac - | uber dem Normbereich
% ' L -+ - zensiert

= !

© | B im Normbereich

S5 -8 e et Sl AR F

g * im Normbereich

X 5 . ] . ] - zensiert

4] 500 1000 1500 2000 2500

Rezidiv freies Uberleben (Tage)

Tabelle 15: Rezidivfreie Uberlebenszeit in Bezug zum E-

Selektin Serumwert

RFS Beobachtungszelit (Tage) Signifikanz
Mittel- lingster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter| abweichung| Konfidenz-| Test (p)

Zeltraum intervall

E-Selectin 915,79 1443 168,01 586,49 -

Serumwert uber

dem 1245,09

Normbereich

E-Selectin 1753 1984 110,81 1535,82 - 0,0133

Serumwert im

Normbereich 1970,18

Tabelle 16: Rezidivfreies Uberleben in Bezug zum E-Selektin

Serumwert
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RFS Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zensierte

beobachteten Vorfille zensierten Patienten In
Patlenten Patlenten Prozent (%)

E-Selectin

Serumwert iiber 15 6 9 60

dem

Normbereich

E-Selectin

Serumwert Im 38 4 34 89,47

Normbereich

Patienten mit einem E-Selektin Serumwert im Normbereich
wurden durchschnittlich 1753 Tage beobachtet, wobei der
lédngste Beobachtungszeitraum 1984 Tage betrug. Die Anzahl
der beobachteten Patienten war 38, wovon 4 Patienten
wahrend des Beobachtungszeitraumes ein Rezidiv erlitten.
Insgesamt wurde die Beobachtung wvon 34 (89,47%) Patienten
in diesem Kollektiv zensiert.

Patienten mit einem E-Selektin Serumwert uber dem
Normbereich wurden durchschnittlich 915,79 Tage beobachtet,
wobel der langste Beobachtungszeitraum 1443 Tage betrug.
Die Anzahl der beobachteten Patienten war 15, wovon 6
Patienten wahrend des Beobachtungszeitraumes ein Rezidiv
erlitten. 1Insgesamt wurde die Beobachtung wvon 9 (60%)

Patienten in diesem Kollektiv zensiert.

Morbus Hodgkin Patienten mit einem E-Selektin Serumwert
Uber dem Normbereich hatten eine signifikant seltenere
Freiheit wvon Therapieversagen als Patienten mit einem
Serumwert im Normbereich (p=0,0168; 0Odds Ratio = 5,67 (95%
KI unten= 1,08; 95% KI oben= 31,67); siehe Abbildung 8 und
Tabelle 17 und 18).

Abbildung 8: Freiheit von Therapieversagen in Bezug zum E-

Selektin Serumwert
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Tabelle 17: Freiheit von Therapieversagen: Beobachtungs-

zeiten in Bezug zum E-Selektin Serumwert

FFTF Beobachtungszeit (Tage) Signifikanz
Mittel- langster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter | abweichung| Konfidenz-| Test (p)

Zeftraum intervall

E-Selectin

.. 1263 1785 167,45 934 -
Serumwert liber
dem 1591 .2
Normbereich
E-Selectin 2007,16 2218 99,74 1811,67 - 0,0168
Serumwert im
Normbereich 2202,66

Patienten mit einem E-Selektin Serumwert im Normbereich
wurden durchschnittlich 2007,16 Tage beobachtet, wobei der
langste Beobachtungszeitraum 2218 Tage betrug. Die Anzahl
der beobachteten Patienten war 38, wovon 4 Patienten
wahrend des Beobachtungszeitraumes ein Therapieversagen
hatten. Insgesamt wurde die Beobachtung von 34 (89,47%)

Patienten in diesem Kollektiv zensiert.
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Tabelle 18: Freiheit von Therapieversagen in Bezug zum E-

Selektin Serumwert

FFTF Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zensierte
beobachteten Vorfille zensierten Patienten In
Patlenten Patlenten Prozent (%)

E-Selectin

Serumwert iiber 15 6 9 60

dem

Normbereich
E-Selectin
Serumwert Im
Normbereich

38 4 34 89,47

Patienten mit einem E-Selektin Serumwert iber dem
Normbereich wurden durchschnittlich 1263 Tage beobachtet,
wobel der langste Beobachtungszeitraum 1785 Tage betrug.
Die Anzahl der beobachteten Patienten war 15, wovon 6
Patienten wahrend des Beobachtungszeitraumes ein
Therapieversagen hatten. Insgesamt wurde die Beobachtung

von 9 (60%) Patienten in diesem Kollektiv zensiert.

3.3. VCAM-1

3.3.1. VCAM-1 Messergebnisse

Die gemessenen VCAM-1 Serumwerte bei 59 Morbus Hodgkin
Patienten waren im Stadium 3 und 4 deutlich erhoéht, obwohl
dies bezogen auf alle HD Patienten nicht signifikant war im
Vergleich zu den 20 gesunden Kontrollen (p=0,0511; siehe
Tabelle 1 und 2).

Bei Morbus Hodgkin Patienten war VCAM-1 im Serum aller
Patienten messbar, der Median lag bei 635,7 pg/ml und der
niedrigste und hochste gemessene Serumwert war 291,33 und
4269 npg/ml.

Bei Gesunden war VCAM-1 im Serum auch Dbei allen
Testpersonen messbar, der Median lag bei 569,5 ug/ml und
der niedrigste und hdchste gemessene Serumwert war 393 und
878,8 ng/ml. Die untere Grenze des Normbereichs bei der 5%
Perzentile der Gesunden lag bei 398 pg/ml. Die obere Grenze

des Normbereichs bei der 95% Perzentile der Gesunden lag
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bei 837,8 pg/ml, wobei 16 von 59 (27,1%) der Morbus Hodgkin
Patienten einen Messwert tber dieser Grenze hatten

(p=0,0511).

3.3.2. VCAM-1 und klinische Parameter

Die Assoziation wvon klinischen Parametern mit VCAM-1
Serumwerten bei Morbus Hodgkin Patienten war wie folgt
(siehe Abbildung 9 und Tabelle 19).

Ein VCAM-1 Serumwert Uber dem Normbereich, welchen keiner
von 14 Patienten mit Stadium I, 1 von 18 Patienten mit
Stadium II, 7 von 12 Patienten mit Stadium III und 8 wvon 15
Patienten mit Stadium IV hatten, korrelierte im Chi-Quadrat
Test signifikant (p=0,00013) mit einem hoheren

Erkrankungsstadium.

Abbildung 9: VCAM-1 im Serum von HD Patienten und Gesunden
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Ein VCAM-1 Serumwert iUber dem Normbereich, welchen 3 von 32
Patienten ohne B-Symptomen und 13 wvon 27 Patienten mit B-
Symptomen hatten, korrelierte im Chi-Quadrat Test

signifikant (p=0,00085) mit dem Vorliegen von B-Symptomen.
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Ein VCAM-1 Serumwert iber dem Normbereich, welchen 1 wvon 5
Patienten mit einer LP Histologie, 5 von 33 Patienten mit
einer NS Histologie, 9 wvon 19 Patienten mit einer MC
Histologie, 1 von 1 Patienten mit einer LD Histologie und O
von 1 Patienten mit einer UC HD Histologie hatten,
korrelierte im Chi-Quadrat Test signifikant (p=0,04932) mit
einer MC und LD Histologie.

Ein VCAM-1 Serumwert iuUber dem Normbereich, welchen 1 von 29
Patienten ohne Befall von drei oder mehr
Lymphknotenregionen und 15 von 30 Patienten mit Befall von
drei oder mehr Lymphknotenregionen hatten, korrelierte im
Chi-Quadrat Test signifikant (p=0,00006) mit dem Befall von
drei oder mehr Lymphknotenregionen.

Ein VCAM-1 Serumwert iUber dem Normbereich, welchen 9 wvon 50
Patienten ohne massiven Milzbefall und 7 wvon 9 Patienten
mit massiven Milzbefall hatten, korrelierte im Chi-Quadrat
Test signifikant (p=0,0002) mit dem Vorliegen eines
massiven Milzbefalls.

Ein VCAM-1 Serumwert iUber dem Normbereich, welchen 9 von 48
Patienten ohne erhdhten klinischen Risikofaktoren Score und
7 von 11 Patienten mit erhohtem klinischen Risikofaktoren
Score hatten, korrelierte im Chi-Quadrat Test signifikant
(p=0,00252) mit dem Vorliegen eines erhoéhten klinischen

Risikofaktoren Score.

Tabelle 19: Patientencharakteristika und klinische

Parameter in Bezug zum VCAM-1 Serumwert
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Total VCAM1 Serumspiegel lber
dem oberen Normbereich
{n) | Nein (n)(Ja (n)| Pearson Chi-
Quadrat Testi (p
Geschlecht méanniich 34 24 10
weiblich 25 19 <] 0,64405
Alter < 45 J 45 35 10
> 45 J 14 8 6 0,12934
Stadium ! 14 14
H 18 17 1
I 12 5 7
v 15 7 8 0,00013
B-Symptome Ja 27 14 13
Nein 32 29 3 0,00085
Histologie LP 5 4 1
NS 33 28 5
MC 19 10 9
LD 1 0 1
UCHD 1 1 0 0,04932
Bulk Ja 23 16 7
Nein 36 27 9 0,89387
Extranodaler Ja 11 6 5
Befall Nein 48 37 11 0,12938
»>=3 Lymphknoten Ja 30 15 15
Nein 29 28 1 0,00006
Massiver Milzbefall Ja 9 2 7
Nein 50 41 9 0,00020
Grosse mediastinale Ja 10 8 2
Raumforderung Nein 49 35 14 0,57847
Score 0-2 48 39 9
Internationaler Index 3+ 11 4 7 0,00252
Therapieerfolg R 50 386 14
PR 2 2 0
PRO 2 1 1 0,53185
Rezidiv Ja 10 7 3
Nein 43 31 12 0,89471
Vitaler Status febend 49 37 12
verstorben 5 2 3 0,09127

Zusammenfassung: Ein erhdéhter VCAM-1 Serumwert korrelierte
signifikant mit dem Erkrankungsstadium der Patienten, dem
Vorliegen wvon B-Symptomen, dem Befall wvon 3 oder mehr
Lymphknotenregionen, einem massiven Milzbefall und einem
hohen Risikofaktoren Score.

Ein VCAM-1 Serumwert iUber dem Normbereich korrelierte nicht
signifikant mit dem Geschlecht, einem Alter von oder {iber
45 Jahren, dem Vorliegen eines Bulk, einem extranodalen
Befall, einer groBen mediastinalen Raumforderung, dem
Therapieerfolg, einem Rezidiv oder dem vitalen Status der

Patienten.
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3.3.3. VCAM-1 und Laborparameter
Die Assoziation von Standardlaborparametern der HD
Patienten mit VCAM-1 Serumwerten war wie folgt (siehe

Tabelle 20).

Tabelle 20: Blutwerte in Bezug zu VCAM-1 Serumwerten

VCAM1 Serumspiegel uber
dem oberen Normbereich
Nein (n) Ja (n) Pearson Chi-
Quadrat Test (p)
Hohe BSG Nein 21 3
Ja 22 13 0,03648
Albumin~ ==40g/L 18 8
<40g/L 4 2 0,90279
Hamoglobin* >=10.5g/dL 36 10
<10.5g/dL 5 3] 0,2961
Leukozyten* <15 G/1L 35 12
>=15 G/L 6 4 0,35518
Lymphozyten® >=8% 36 11
<8% 1 4 0,00792

(* = einige Werte wurden nicht erhoben bzw. dokumentiert)

Ein VCAM-1 Serumwert iUber dem Normbereich, welchen 3 von 24
der Patienten ohne erhdhter BSG und 13 von 35 der Patienten
mit erhdohter BSG hatten, korrelierte im Chi-Quadrat Test
signifikant (p=0,03648) mit einer erhdhten BSG.

Ein VCAM-1 Serumwert uUber dem Normbereich, welchen 11 wvon
47 der Patienten mit 8% oder mehr Lymphozyten und 4 von 5
der Patienten mit weniger als 8% Lymphozyten im Blut
hatten, korrelierte im  Chi-Quadrat Test signifikant
(p=0,00792) mit weniger als 8% Lymphozyten im Blut.

Ein VCAM-1 Serumwert iUber dem Normbereich korrelierte nicht
signifikant mit einem Albumingehalt von weniger als 40 g/1,
einem Hamoglobinwert wvon unter 10,5 g/dl oder mit 15 oder

mehr g/1 Leukozyten im Blut der Patienten.

3.3.4. VCAM-1 und Uberlebensparameter
Morbus Hodgkin Patienten mit einem VCAM-1 Serumwert Uber

dem Normbereich verstarben im Log Rank Test nicht
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signifikant haufiger, als Patienten mit einem Serumwert im
Normbereich (p=0,0883; 0Odds Ratio= 4,5 (95% KI unten= 0,52;
95% KI oben= 1,12); siehe Abbildung 10 und Tabellen 21 und
22) .

Morbus Hodgkin Patienten mit einem VCAM-1 Serumwert Uber
dem Normbereich hatten kein signifikant haufigeres
rezidivfreies Uberleben als Patienten mit einem Serumwert
im Normbereich (p=0,7952; 0dds Ratio= 1,11 (95% KI unten=
0,19; 95% KI oben= 6,04); siehe Abbildung 11 und Tabellen
23 und 24).

Morbus Hodgkin Patienten mit einem VCAM-1 Serumwert Uber
dem Normbereich hatten keine signifikant haufigere Freiheit
von Therapieversagen, als Patienten mit einem Serumwert im
Normbereich (p=0,8746; 0Odds Ratio= 1,11 (95% KI unten=
0,19; 95% KI oben= 6,04); siehe Abbildung 12 und Tabelle 25
und 26) .

Abbildung 10: Uberlebenszeit in Bezug zum E-Selektin
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Tabelle 21: Uberlebenszeit in Bezug zum VCAM-1 Serumwert
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sV Beobachtungszelit (Tage) Signifikanz
Mittel- langster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter| abweichung| Konfidenz-| Test (p)

Zelitraum intervall

VCAM-1 .. 1555,61 1785 103,83 13521 -

Serumwert liber

dem 1759,11

Normbereich

VCAM-1 2625,09 2746 83,09 2462,23 - 0,0883

Serumwert Im

Normbereich 2787,95

Tabelle 22: Uberleben in Bezug zum VCAM-1 Serumwert

SV Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zensierte
beobachteten Vorfille zensierten Patienten In
Patlenten Patlenten Prozent (%)

VCAM-1

Serumwert iiber 15 3 12 80

dem

Normbereich

VCAM-1

Serumwert Im 38 2 36 94,74

Normbereich

Abbildung 11:
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Tabelle 23: Rezidivfreie Uberlebenszeit in Bezug zum VCAM-1

Serumwert
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RFS Beobachtungszelit (Tage) Signifikanz
Mittel- langster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter| abweichung| Konfidenz-| Test (p)

Zeltraum intervall

VCAM-1 ) 1180,83 1443 135,79 914,79 -

Serumwert liber

dem 1447 ,07

Normbereich

VCAM-1 1621,29 1984 124 1 1378,06 - | 0,7952

Serumwert Im

Normbereich 1864,52

Tabelle 24: Rezidivfreies Uberleben in Bezug zum VCAM-1

Serumwert

RFS Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zensierte
beobachteten Vorfille zensierten Patienten In
Patlenten Patlenten Prozent (%)

VCAM-1

Serumwert iiber 15 3 12 80

dem

Normbereich

VCAM-1

Serumwert Im 38 7 31 81,58

Normbereich

Tabelle 25: Freiheit von Therapieversagen:

Beobachtungszeiten in Bezug zum VCAM-1 Serumwert

FFTF Beobachtungszeit (Tage) Signifikanz
Mittel- ldngster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter | abweichung| Konfidenz- Test (p)
Zeltraum intervall
VCAM-1 .. 1521,87 1785 136,8 1253,73 -
Serumwert lber
dem 1790
Normbereich
VCAM-1 1867,43 2218 118,75 | 163468 - | 0.8746
Serumwert Im
Normbereich 2100,17

Abbildung 12: Freiheit von Therapieversagen in Bezug zum

VCAM-1 Serumwert
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Tabelle 26: Freiheit von Therapieversagen in Bezug zum

VCAM-1 Serumwert

FFTF Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zensierte
beobachteten Vorfille zensierten Patienten In
Patlenten Patlenten Prozent (%)

VCAM-1

Serumwert iiber 15 3 12 80

dem

Normbereich

VCAM-1

Serumwert Im 38 7 31 81,58

Normbereich

3.4. GMP-140

3.4.1. GMP-140 Messergebnisse

Die gemessenen GMP-140 Serumwerte bei 80 Morbus Hodgkin
Patienten waren nicht signifikant verschieden im Vergleich
zu den 42 gesunden Kontrollen (p=0,2025; siehe Tabelle 1
und 2) .

Bei Morbus Hodgkin Patienten war GMP-140 im Serum aller
Patienten messbar, der Median lag bei 455,8 pg/ml und der
niedrigste und hochste gemessene Serumwert war 148,6 und

823,9 pg/ml.
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Auch bei Gesunden war GMP-140 im Serum aller Testpersonen
messbar, der Median lag bei 538,25 pg/ml und der niedrigste
und hochste gemessene Serumwert war 101,8 und 755,3 pg/ml.

Die untere Grenze des Normbereichs bei der 5% Perzentile
der Gesunden lag bei 144,5 ng/ml. Die obere Grenze des
Normbereichs bei der 95% Perzentile der Gesunden lag bei
726 pg/ml, wobei 10 wvon 80 (12,5%) der Morbus Hodgkin
Patienten einen Messwert nicht signifikant {ber dieser

Grenze hatten (p=0,2025).

3.4.2. GMP-140 und klinische Parameter
Die Assoziation von klinischen Parametern mit GMP-140

Serumwerten bei Morbus Hodgkin Patienten war wie folgt

(siehe Abbildung 13 und Tabelle 27).

Abbildung 13: GMP-140 im Serum von HD Patienten und

Gesunden
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1 bis 4 = klinisches Stadium; CO = Kontrollserum

(obere Grenze des Normalbereichs = 726,8 ng/ml (gestrichelte Linie))

Tabelle 27: Patientencharakteristika und klinische

Parameter in Bezug zum GMP-140 Serumwert

62



Total GMP140 Serumspiegel iliber
dem oberen Normbereich
(n) | Nein (n)|dJa (n) Pearson Chi-
Quadrat Test (p)
Geschlecht mdannfich 47 4 1 6
weiblich 33 29 4 0,931589
Alter < 45 J 60 53 7
>45J 20 17 3 0,69627
Stadium ! 19 16 3
I 24 21 3
I 16 15 1
v 21 18 3 0,84453
B-Symptome Ja 35 31 4
Nein 45 39 6 0,79830
Histologle LP B B 0
NS 45 38 7
MC 27 25 2
LD 1 0 1
UCHD 1 1 0 0,060489
Bulk Ja 33 28 5
Nein 47 42 5 0,59046
Extranodaler Ja 17 15 2
Befall Nein 63 55 8 0,91772
»>=3 Lymphknoten Ja 42 37 5
Nein 38 33 5 0,86561
Massiver Milzbefall Ja 11 9 2
Nein 69 61 8 0,53952
Grosse mediastinale Ja 11 10 1
Raumforderung Nein 69 60 9 0,71278
Score 0-2 66 57 9
Internationaler Index 3+ 14 13 1 0,50459
Theraplieerfolg R 69 60 9
PR 2 2 0
PRO 2 2 0 0,74263
Rezidiv Ja 10 10 0
Nein 62 53 9 0,19774
Vitaler Status lebend 68 59 9
versiorben 6 6 0 0,34169

Ein GMP-140 Serumwert der HD Patienten iber dem Normbereich
korrelierte im Chi-Quadrat Test nicht signifikant mit dem
Geschlecht, dem Alter von oder iUber 45 Jahren, dem
klinischen Erkrankungsstadium, dem Vorliegen von B-
Symptomen, der HD Histologie, dem Vorliegen eines Bulk,
einem extranodalen Befall, dem Befall wvon 3 oder mehr
Lymphknotenregionen, einem massiven Milzbefall, einer
groRen mediastinalen Raumforderung, einem hohen Score im
Internationalen Index, dem Therapieerfolg, einem Rezidiv

oder dem vitalen Status.

3.4.3. GMP-140 und Laborparameter
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Die Assoziation von Standardlaborparametern der HD
Patienten mit GMP-140 Serumwerten war wie folgt (siehe

Tabelle 28).

Tabelle 28: Korrelation von GMP-140 Serumwerten mit
Blutwerten
GMP140 Serumspiegel uber
dem oberen Normbereich
Nein (n) Ja (n) Pearson Chi-
Quadrat Test (p)
Hohe BSG Nein 30 4
Ja 40 3] 0,86425
Albumin~ >=40g/L 26 /
<40g/L 6 / n/a
Hamoglobin* >=10.5g/dL 56 8
<10.5g/dL 12 2 0,85634
Leukozyten™ <15 G/L 54 9
»>=15 G/L 13 1 0,47205
Lymphozyten* >=8% 58 8
<8% 4 2 0,1503

(* = einige Werte wurden nicht erhoben bzw. dokumentiert;
n/a = Berechnung wegen fehlender Werte nicht durchfihrbar)

Ein GMP-140 Serumwert Uber dem Normbereich korrelierte im
Chi-Quadrat Test nicht signifikant mit einer hohen BSG,
einem Hamoglobingehalt von unter 10,5 g/dl, von 15 g/l oder
mehr Leukozyten oder wvon weniger als 8% Lymphozyten. Eine
Signifikanzberechnung in Bezug zum Albumingehalt war nicht
durchfihrbar, da fir keinen der Patienten mit einem GMP-140
Serumwert Uber dem Normbereich ein Albuminwert dokumentiert

worden ist.

3.4.4. GMP-140 und Uberlebensparameter

Morbus Hodgkin Patienten mit einem GMP-140 Serumwert Uber
dem Normbereich verstarben nicht signifikant haufiger oder
seltener, als Patienten mit einem Serumwert im Normbereich
(p=0,464; 0Odds Ratio= 0,047 (95% KI unten= 0,00073; 95% KI
oben= 6,54); siehe Abbildung 14 und Tabelle 29 und 30).

Abbildung 14: Uberlebenszeit in Bezug zum GMP-140 Serumwert
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Tabelle 29: Uberlebenszeit in Bezug zum GMP-140 Serumwert

Sv Beobachtungszelit (Tage) Signifikanz
Mittel- langster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter| abweichung| Konfidenz-| Test (p)

Zelitraum intervall
GMP-140
. n/a n/a n/a n/a

Serumwert liber

dem

Normbereich

GMP-140 24431 2746 123,25 | 2201,52 - 0,464

Serumwert Im

Normbereich 2684,67

(n/a = Berechnung nicht ausfihrbar, da alle Becbachtungen zensiert sind)

Tabelle 30: Uberleben in Bezug zum GMP-140 Serumwert

sV Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zensierte
beobachteten Vorfille zensierten Patienten In
Patienten Patienten Prozent (%)

GMP-140

Serumwert liber 9 0 9 100

dem

Normbereich

GMP-140

Serumwert Im 64 6 58 90,63

Normbereich

Morbus Hodgkin Patienten mit einem GMP-140 Serumwert Uber

dem Normbereich hatten

kein

signifikant héaufigeres

oder

selteneres rezidivfreies Uberleben als Patienten mit einem
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Serumwert im Normbereich (p=0,243; 0Odds Ratio= 0,027 (95%
KI unten= 0,00041; 95% KI oben= 3,44); siehe Abbildung 15
und Tabelle 31 und 32.

Abbildung 15: Rezidivfreie Uberlebenszeit in Bezug zum GMP-

140 Serumwert
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Tabelle 31: Rezidivfreie Uberlebenszeit in Bezug zum GMP-

140 Serumwert

RFS Beobachtungszelit (Tage) Signifikanz
Mittel- langster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter| abweichung| Konfidenz-| Test (p)

Zeltraum intervall
GMP-140
. n/a n/a n/a n/a

Serumwert liber

dem

Normbereich

GMP-140 1660,07 1984 96,14 1471 - 0,243

Serumwert Im

Normbereich 1848.,5

(n/a = Berechnung nicht ausfihrbar, da alle Becbachtungen zensiert sind)

Tabelle 32: Rezidivfreies Uberleben in Bezug zum GMP-140

Serumwert
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RFS Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zensierte

beobachteten Vorfille zensierten Patienten In
Patlenten Patlenten Prozent (%)

GMP-140

Serumwert iiber 9 0 9 100

dem

Normbereich

GMP-140

Serumwert Im 63 10 53 84,13

Normbereich

Morbus Hodgkin Patienten mit einem GMP-140 Serumwert uber
dem Normbereich hatten keine signifikant haufigere oder
seltenere Freiheit wvon Therapieversagen, als Patienten mit
einem Serumwert im Normbereich (p=0,2378; 0Odds Ratio= 0,027
(95% KI unten= 0,00041; 95% KI oben= 3,44); siehe Abbildung
16 und Tabelle 33 und 34).

Abbildung 16: Freiheit von Therapieversagen in Bezug zum

GMP-140 Serumwert
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Tabelle 33: Freiheit von Therapieversagen:

Beobachtungszeiten in Bezug zum GMP-140 Serumwert
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FFTF Beobachtungszelit (Tage) Signifikanz
Mittel- lingster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter| abweichung| Konfidenz-| Test (p)

Zeltraum intervall
GMP-140
.. n/a n/a n/a n/a

Serumwert uber

dem

Normbereich

GMP-140 1912,57 2218 88,93 1738,28 - 0,2378

Serumwert im

Normbereich 2086,87

(n/a = Berechnung nicht ausfuhrbar, da alle Beobachtungen zensiert sind)

Tabelle 34: Freiheit von Therapieversagen in Bezug zum GMP-

140 Serumwert

FFTF Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zensierte

beobachteten Vorfille zensierten Patienten In
Patlenten Patlenten Prozent (%)

GMP-140

Serumwert iiber 9 0 9 100

dem

Normbereich

GMP-140

Serumwert Im 63 10 53 84,13

Normbereich

3.5. IL-6sR

3.5.1. IL-6sR Messergebnisse

Die gemessenen IL-6sR Serumwerte bei 27 Morbus Hodgkin
Patienten waren signifikant hoher im Vergleich zu den 40
gesunden Kontrollen (p<0,0001; siehe Tabelle 1 und 2).

Bei Morbus Hodgkin Patienten war IL-6sR im Serum bei allen
27 (100%) Patienten messbar, der Median lag bei 43076 pg/ml
und der niedrigste und hdchste gemessene Serumwert war
26007 und 89598 pg/ml.

Bei Gesunden, im Vergleich zu den Morbus Hodgkin Patienten,
war IL-6sR im Serum auch bei allen 40 (100%) Testpersonen
messbar, der Median lag bei 32495 pg/ml und der niedrigste
und hochste gemessene Serumwert war 13500 und 45900 pg/ml.
Die untere Grenze des Normbereichs bei der 5% Perzentile
der Gesunden lag bei 17495 pg/ml. Die obere Grenze des

Normbereichs bei der 95% Perzentile der Gesunden lag bei
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42495 pg/ml, wobei 15 wvon 27 (55,6%) der Morbus Hodgkin
Patienten einen Messwert signifikant {ber dieser Grenze

hatten (p<0,0001).

3.5.2. 1IL-6sR und klinische Parameter
Die Assoziation wvon klinischen Parametern mit IL-6sSR
Serumwerten bei Morbus Hodgkin Patienten war wie folgt

(siehe Abbildung 17 und Tabelle 35).

Abbildung 17: IL-6sR im Serum von HD Patienten und Gesunden
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Ein IL-6sR Serumwert iUber dem Normbereich bei den HD
Patienten korrelierte im Chi-Quadrat Test nicht signifikant
mit dem Geschlecht, dem Alter von oder iber 45 Jahren, dem
klinischen Erkrankungsstadium, dem Vorliegen von B-
Symptomen, der HD Histologie, dem Vorliegen eines Bulk,
einem extranodalen Befall, dem Befall wvon 3 oder mehr
Lymphknotenregionen, einem massiven Milzbefall, einer
groBen mediastinalen Raumforderung, einem hohen Score im
Internationalen 1Index, dem Therapieerfolg, einem Rezidiv

oder dem vitalen Status.
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Tabelle 35: Patientencharakteristika und klinische

Parameter in Bezug zum IL-6sR Serumwert

Total IL6sR Serumsplegel lUber
dem oberen Normbereich
{n) |Nein (n)|Ja (n)| Pearson Chi-
Quadrat Test (p])
Geschlecht mdannlich 16 8 8
weiblich 11 4 7 0,48352
Alter <45 J 20 10 10
> 45 Jd 7 2 5 0,32611
Stadium ! 2 1 1
H 13 5 8
I 8 4 4
v 4 2 2 0,94768
B-Symptome Ja 13 5 8
Nein 14 7 7 0,54659
Histologle LP 3 1 2
NS 18 7 11
MC 4 2 2
MC+LD 1 1 0
MC+NS 1 1 0 0,57045
Bulk Ja 11 4 7
Nein 16 8 8 0,31743
Extranodaler Ja 3 2 1
Befall Nein 24 10 14 0,41131
>=3 LymphKknoten Ja 18 9
Nein 9 3 5] 0,41131
Massiver Milzbefall Ja 5 3 2
Nein 22 9 13 0,43806
Grosse mediastinale Ja 4 1 3
Raumforderung Nein 23 11 12 0,39646
Score a-2 24 10
Internationaler Index 3+ 3 2 1 0,41131
Therapleerfolg R 25 11 14
PR 2 1 1 0,86948
Rezidiv Ja 5 2 3
Nein 22 10 12 0,82465
Vitaler Status lebernd 25 12 13
verstorben 2 0 2 0,18867

3.5.3. IL-6sR und Laborparameter

Die Assoziation von Standardlaborparametern der HD
Patienten mit IL-6sR Serumwerten war wie folgt (siehe
Tabelle 306).

Tabelle 36: Korrelation wvon IL-6sR Serumwerten mit

Blutwerten
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IL6sR Serumspiegel uber
dem oberen Normbereich
Nein (n) Ja (n) Pearson Chi-
Quadrat Test (p)]
Hohe BSG Nein 7 9
Ja 5 3] 0,93021
Albumin™ »>=40g/L 11 12
<40g/L 1 0 0,30701
Hémoglobin* =>=10.5g/dL 12 13
<10.5g/dL 0 2 0,18867
Leukozyten* <15 G/L 11 14
»>=15 G/L 1 1 0,86948
Lymphozyten* >=8% 11 15
«<8% 1 D 0,25456

(* = einige Werte wurden nicht erhoben bzw. dokumentiert)

Ein IL-6sR Serumwert Uber dem Normbereich korrelierte im
Chi-Quadrat Test nicht signifikant mit einer hohen BSG,
einem Albuminwert von weniger als 40 g/l, einem
Hamoglobingehalt von unter 10,5 g/dl, einem
Leukozytengehalt von 15 g/l oder mehr oder einem

Lymphozytengehalt von unter 8%.

3.5.4. IL-6sR und Uberlebensparameter

Morbus Hodgkin Patienten mit einem IL-6sR Serumwert uber
dem Normbereich verstarben nicht signifikant haufiger, als
Patienten mit einem Serumwert 1im Normbereich (p=0,1891;
Odds Ratio= 46,3 (95% KI unten= 0,25; 95% KI oben= 8604);
siehe Abbildung 18 und Tabelle 37 und 38).

Morbus Hodgkin Patienten mit einem IL-6sR Serumwert Uber
dem Normbereich hatten kein signifikant haufigeres
rezidivfreies Uberleben, als Patienten mit einem Serumwert
im Normbereich (p=0,8595; 0dds Ratio= 1,25 (95% KI unten=
0,12; 95% KI oben= 13,7); siehe Abbildung 19 und Tabelle 39
und 40) .

Abbildung 18: Uberlebenszeit in Bezug zum IL-6sR Serumwert
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Tabelle 37: Uberlebenszeit in Bezug zum IL-6sR Serumwert

Sv Beobachtungszelit (Tage) Signifikanz
Mittel- langster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter| abweichung| Konfidenz-| Test (p)
Zelitraum intervall
IL6sR . 1617,67 1707 68,27 1483,86 -
Serumwert liber
dem 1751,48
Normbereich
IL6sR n/a n/a n/a n/a 0,1891
Serumwert Im
Normbereich

(n/a = Berechnung nicht ausfihrbar, da alle Becbachtungen zensiert sind)

Tabelle 38: Uberleben in Bezug zum IL-6sR Serumwert

sV Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zensierte
beobachteten Vorfille zensierten Patienten In
Patienten Patienten Prozent (%)

IL6sR

Serumwert liber 15 o) 13 86,67

dem

Normbereich

IL6sR

Serumwert Im 12 0 12 100

Normbereich
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Abbildung 19: Rezidivfreie Uberlebenszeit in Bezug zum IL-

6sR Serumwert

]

]

1.0
-
D
0
Q@ I
L 1
_8 I

d 1
1 9 l
) Lo
o k
D
= H — ——
= 84 B AR a2
5
N
D
o
w
D
27
o
3
E
3
X 5
0 1000

2000

Rezidiv freie Uberlebenszeit (Tage)

J’_

IL6sR Serumwert

Uber dem Normbereich

Uber dem Normbereich

- zensient
im Normbereich

* im Normbereich

- zensiert

Tabelle 39: Rezidivfreie Uberlebenszeit in Bezug zum IL-6sR

Serumwert

RFS Beobachtungszelit (Tage) Signifikanz
Mittel- langster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter| abweichung| Konfidenz-| Test (p)

Zeltraum intervall

IL6sR .. 1172,13 1408 123,72 929,63

Serumwert liber

dem 1414,63

Normbereich

IL6sR 1215,96 1412 129,34 | 96245 - 0,8595

Serumwert Im

Normbereich 1469,47

Tabelle 40: Rezidivfreies Uberleben in Bezug zum IL-6sR

Serumwert

RFS Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zensierte
beobachteten Vorfille zensierten Patienten In
Patlenten Patlenten Prozent (%)

IL6sR

Serumwert iiber 15 3 12 80

dem

Normbereich

IL6sR

Serumwert Im 12 2 10 83,33

Normbereich
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Morbus Hodgkin Patienten mit einem IL-6sR Serumwert Uber
dem Normbereich hatten keine signifikant haufigere Freiheit
von Therapieversagen, als Patienten mit einem Serumwert im
Normbereich (p=0,8466; 0Odds Ratio= 1,25 (95% KI unten=
0,12; 95% KI oben= 13,7); siehe Abbildung 20 und Tabelle 41
und 42) .

Abbildung 20: Freiheit von Therapieversagen in Bezug zum

IL-6sR Serumwert
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Tabelle 41: Freiheit von Therapieversagen:

Beobachtungszeiten in Bezug zum IL-6sR Serumwert

FFTF Beobachtungszelit (Tage) Signifikanz
Mittel- lingster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter| abweichung| Konfidenz-| Test (p)

Zeltraum intervall

IL6sR .. 1478,8 1707 120,03 1243,55 -

Serumwert uber

dem 1714,05

Normbereich

IL6sR 1513,23 1707 128,32 1261,73 - 0,8466

Serumwert im

Normbereich 1764,73

(n/a = Berechnung nicht ausfuhrbar, da alle Beobachtungen zensiert sind)
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Tabelle 42: Freiheit von Therapieversagen in Bezug zum IL-

6sR Serumwert

FFTF Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zensierte

beobachteten Vorfille zensierten Patienten In
Patlenten Patlenten Prozent (%)

IL6sR

Serumwert iiber 15 3 12 80

dem

Normbereich

IL6sR

Serumwert Im 12 2 10 83,33

Normbereich

3.6. IL-10

3.6.1. IL-10 Messergebnisse

Die gemessenen IL-10 Serumwerte bei 73 Morbus Hodgkin
Patienten waren signifikant hoher im Vergleich zu den 38
gesunden Kontrollen (p=0,0217; siehe Tabelle 1 und 2).

Bei Morbus Hodgkin Patienten war IL-10 im Serum bei 9 wvon
73 (12,3%) Patienten messbar, der Median lag unter der
Nachweisgrenze und der niedrigste und hochste gemessene

Serumwert war 0 und 225,6 pg/ml.

Bei Gesunden, im Vergleich zu den Morbus Hodgkin Patienten,
war IL-10 im Serum bei keinem der Testpersonen nachweisbar.
Die untere Grenze des Normbereichs bei der 5% Perzentile,
als auch die obere Grenze des Normbereichs bei der 95%
Perzentile der Gesunden lag bei 0 pg/ml.

9 von 73 (12,3%) der Morbus Hodgkin Patienten hatten einen
Messwert signifikant iber dem oberen Normbereich

(p=0,0217) .

3.6.2. 1IL-10 und klinische Parameter
Die Assoziation von klinischen Parametern mit IL-10

Serumwerten bei Morbus Hodgkin Patienten war wie folgt

(siehe Abbildung 21 und Tabelle 43).

Abbildung 21: IL-10 im Serum von HD Patienten und Gesunden
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Ein IL-10 Serumwert iUber dem Normbereich, welchen 4 von 14
Patienten mit einem Alter wvon 45 Jahren oder hoher und 5
von 59 Patienten mit einem Alter unter 45 Jahren hatten,
korrelierte im Chi-Quadrat Test signifikant (p=0,04) mit
dem Alter von oder uUber 45 Jahren.

Ein IL-10 Serumwert der HD Patienten iber dem Normbereich
korrelierte im Chi-Quadrat Test nicht signifikant mit dem
Geschlecht, dem klinischen Erkrankungsstadium, dem
Vorliegen von B-Symptomen, der Histologie, dem Vorliegen
eines Bulk, einem extranodalen Befall, dem Befall von drei
oder mehr Lymphknotenregionen, einem massiven Milzbefall,
einer groRen mediastinalen Raumforderung, einem hohen
Internationalem Risikofaktoren Score, dem Therapieerfolg,

dem Erleiden eines Rezidivs oder dem vitalen Status.

3.6.3. IL-10 und Laborparameter
Die Assoziation von Standardlaborparametern der HD
Patienten mit IL-10 Serumwerten war wie folgt (siehe

Tabelle 44).
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Tabelle 43: Patientencharakteristika und klinische

Parameter in Bezug zum IL-10 Serumwert

Total IL10 Positiv
{(n) |[Neln (n)| Ja (n) Pearson Chi-
Quadrat Test (p]

Geschlecht mdannfich 40 36 4 0.505
weiblich 33 28 5

Alter < 45 J 59 54 5 0.04
> 45 J 14 10 4

Stadium ] 2] 9 0 0.329
i 26 24 2
1 24 19 5
iV 14 12 2

B-Symptome Ja 31 26 5 0.396
Nein 42 38 4

Histologle LP 5 4 1 0.178
NG 47 44 3
MC 20 15 5
LUC HD 1 1 0

Bulk Ja 31 26 5 0.396
Nein 42 38 4

Extranodaler Ja 8 8 0 0.261
Befall Nein 65 56 9

»>=3 Lymphknoten Ja 45 38 7 0.288
Nein 28 26 2

Massiver Milzbefall Ja 11 8 3 0.102
Nein 62 56 6

Grosse medlastinale Ja 13 11 2 0.712
Raumforderung Nein 60 53 7

Score 0-2 62 56 5] 0.102
Internationaler Inde) 3 + 11 8 3

Theraplieerfolg R 65 57 8 0.707
PR 5 4 1
PRO 3 3 0

Rezidiv Ja 10 7 3 0.067
Nein 63 57 5]

Vitaler Status febend 66 59 7 0.168
verstorben 7 5 2

Ein IL-10 Serumwert der HD Patienten Uber dem Normbereich
korrelierte im Chi-Quadrat Test nicht signifikant mit einer
hohen BSG, einem Albuminwert unter 40g/1, einem
Hadmoglobingehalt unter 10,5 g/dl, einem Leukozytengehalt
von oder Uber 15 g/l oder einem Lymphozytenanteil von unter

8%.
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Tabelle 44 Korrelation von IL-10 Serumwerten mit

Blutwerten
IL10 Positiv
Nein (n) Ja (n) Pearson Chi-
Quadrat Test (p)

Hohe BSG Ja 32 6 0.349
Nein 32 3

Albumin”® >=40g/L 52 6 D.166
<40g/L 5 2

Hémoglobin* >=10.5g/dL 55 8 0.893
<10.5g/dL 8 1

Leukozyten* <15 G/L 52 7 0.649
»>=15 G/L 10 2

Lymphozyten* >=8% 53 6 0.158
<8% 5 2

(* = einige Werte wurden nicht erhoben bzw. dokumentiert)

3.6.4. IL-10 und Uberlebensparameter

Morbus Hodgkin Patienten mit einem IL-10 Serumwert iber dem
Normbereich wverstarben im Log Rank Test nicht signifikant
haufiger, als Patienten mit einem Serumwert im Normbereich
(p=0,2086; 0Odds Ratio= 3,37 (95% KI unten= 0,37; 95% KI
oben= 26,68); siehe Abbildung 22 und Tabelle 45 und 46).

Abbildung 22: Uberlebenszeit in Bezug zum IL-10 Serumwert
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Tabelle 45: Uberlebenszeit in Bezug zum IL-10 Serumwert

sV Beobachtungszeit (Monate) Signifikanz
Mittel- langster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter| abweichung| Konfidenz-| Test (p)

Zeltraum intervall

IL10 Serumwert

. 73,47 84,32 7,17 59,42 -
iiber dem
Normbereich 87,52
IL10 Serumwert | o, o5 97,35 2,36 87,32 - 0,2086
im Normbereich
96,58

Tabelle 46: Uberleben in Bezug zum IL-10 Serumwert

SV Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zenslerte
beobachteten Vorfille zenslerten Patienten in
Patlenten Patlenten Prozent (%)

IL10 Serumwert

uber dem 8 2 7 77,78
Normbereich

IL10 Serumwert
Im Normbereich

64 2] 59 92,19

Morbus Hodgkin Patienten mit einem IL-10 Serumwert iber dem
Normbereich hatten 1im Log Rank Test kein signifikant
hiaufigeres rezidivfreies Uberleben, als Patienten mit einem
Serumwert im Normbereich (p=0,4195; Odds Ratio= 2,84 (95%
KI unten= 0,45; 95% KI oben= 16,97); siehe Abbildung 23 und
Tabelle 47 und 48).

Morbus Hodgkin Patienten mit einem IL-10 Serumwert ilber dem
Normbereich hatten eine signifikant seltenere Freiheit wvon
Therapieversagen, als Patienten mit einem Serumwert im
Normbereich (p=0,0427; 0Odds ratio= 3,75 (95% KI unten=
0,75; 95% KI oben= 19,53); siehe Abbildung 24 und Tabelle
49 und 50).
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Abbildung 23: Rezidivfreies Uberleben in Bezug zum IL-10

Serumwert
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Tabelle 47: Rezidivfreie Uberlebenszeit in Bezug zum IL-10

Serumwert
RFS Beobachtungszeit (Tage) Signifikanz
Mittel- lingster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter| abweichung| Konfidenz-| Test (p)
Zeltraum intervall
IL10 Serumwert | o4 | 2218 266,2 1098,3
uber dem
Normbereich 2141.8
IL10 Serumwert | 0, 7 1676 73,5 1260,6 0,4195
Im Normbereich
1548,9
Tabelle 48: Rezidivfreies Uberleben in Bezug zum IL-10
Serumwert
RFS Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zenslerte
beobachteten Vorfille zenslerten Patienten in
Patlenten Patlenten Prozent (%)
IL10 Serumwert
tiber dem a 3 5 62,5
Normbereich
IL10 Serumwert
Im Normbereich 63 11 52 82,54
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Abbildung 24: Freiheit von Therapieversagen in Bezug zum

IL-10 Serumwert
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Tabelle 49: Freiheit von Therapieversagen:

Beobachtungszeiten in Bezug zum IL-10 Serumwert

FFTF Beobachtungszeit (Monate) Signifikanz
Mittel- langster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter| abweichung| Konfidenz-| Test (p)

Zeltraum intervall

IL10 Serumwert

. 46,77 34,77 11,5 24,24 -
iiber dem
Normbereich 69,3
IL10 Serumwert | ., o, 73,58 2. 92 54,95 - 0,0427
im Normbereich
66,4

Tabelle 50: Freiheit von Therapieversagen in Bezug zum IL-

10 Serumwert

FFTF Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zenslerte
beobachteten Vorfille zenslerten Patienten in
Patlenten Patlenten Prozent (%)

IL10 Serumwert

tber dem 9 5 4 44 .44
Normbereich

IL10 Serumwert
im Normbereich 64 16 48 75
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Patienten mit einem IL-10 Serumwert im Normbereich wurden
durchschnittlich 60,67 Monate beobachtet, wobei der langste
Beobachtungszeitraum 73,58 Monate betrug. Die Anzahl der
beobachteten Patienten war 64, wovon 16 Patienten wahrend
des Beobachtungszeitraumes ein Therapieversagen hatten.
Insgesamt wurde die Beobachtung von 48 (75%) Patienten in
diesem Kollektiv zensiert.

Patienten mit einem IL-10 Serumwert {iber dem Normbereich
wurden durchschnittlich 46,77 Monate beobachtet, wobei der
léangste Beobachtungszeitraum 34,77 Monate Dbetrug. Die
Anzahl der beobachteten Patienten war 9, wovon 5 Patienten
wahrend des Beobachtungszeitraumes ein Therapieversagen
hatten. Insgesamt wurde die Beobachtung wvon 4 (44,44%)

Patienten in diesem Kollektiv zensiert.

3.7. IL-12

3.7.1. 1IL-12 Messergebnisse

Die gemessenen IL-12 Serumwerte bei 45 Morbus Hodgkin
Patienten waren signifikant héher im Vergleich zu den 10
gesunden Kontrollen (p=0,0148; siehe Tabelle 1 und 2).

Bei Morbus Hodgkin Patienten war IL-12 im Serum bei 44 von
45 (97,8%) Patienten messbar, der Median lag bei 4,23 ug/ml
und der niedrigste und hdchste gemessene Serumwert war O

und 10,22 npg/ml.

Bei Gesunden, im Vergleich zu den Morbus Hodgkin Patienten,
war IL-12 im Serum bei allen Testpersonen messbar, der
Median lag bei 1,23 pg/ml und der niedrigste und hochste
gemessene Serumwert war 0,99 und 1,97 pg/ml.

Die untere Grenze des Normbereichs bei der 5% Perzentile
der Gesunden lag bei 0,99 upg/ml. Die obere Grenze des
Normbereichs bei der 95% Perzentile der Gesunden lag bei

1,97 upg/ml, wobei 31 wvon 45 (68,89%) der Morbus Hodgkin
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Patienten einen Messwert signifikant {ber dieser Grenze

hatten (p=0,0148).

3.7.2. 1IL-12 und klinische Parameter
Die Assoziation von klinischen Parametern mit IL-12
Serumwerten bei Morbus Hodgkin Patienten war wie folgt

(siehe Abbildung 25 und Tabelle 51).

Abbildung 25: IL-12 im Serum von HD Patienten und Gesunden
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(obere Grenze des Normalbereichs = 1,97 pg/ml (gestrichelte Linie))

Ein IL-12 Serumwert bei HD Patienten iber dem Normbereich
korrelierte im Chi-Quadrat Test nicht signifikant mit dem
Geschlecht, einem Alter von 45 oder mehr Jahren, dem
klinischen Erkrankungsstadium, dem Vorliegen von B-
Symptomen, der Histologie, dem Vorliegen eines Bulk, einem
extranodalen Befall, dem Befall von drei oder mehr
Lymphknotenregionen, einem massiven Milzbefall, einer
groBen mediastinalen Raumforderung, einem hohen
internationalen Risikofaktoren Score, dem Therapieerfolg,

dem Erleiden eines Rezidivs oder dem vitalen Status.
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Tabelle 51: Patientencharakteristika und klinische

Parameter in Bezug zum IL-12 Serumwert

Total IL12 Serumsplegel lber
dem oberen Normbereich
(n) |Nein (n)dJa (n)] Pearson Chi-
Quadrat Test (p)

Geschlecht manniich 25 g 16

weiblich 20 5 15 0,42835
Alter < 45 J 33 10 23

> 45 J 12 4 8 0,84604
Stadium f 5 3 2

¥ 14 2 12

i 15 4 1

v 11 5 6 0,17250
B-Symptome Ja 23 8 15

Nein 22 5] 16 0,58647
Histelogie LP 2 0 2

NS 32 10 22

MC 11 4 7 00,5930
Bulk Ja 19 5 14

Nein 26 9 17 0,83656
Extranodaler Ja 7 4 3

Befall Nein 38 10 28 0,10546

»>=3 Lymphknoten Ja 30 10 20

Nein 15 4 11 0,64883
Massiver Milzbefall Ja 10 3

Nein 35 11 24 0,93142
Grosse medlastinale Ja g 1 8

Raumforderung Nein 36 13 23 0,14733

Score o-2 35 11 24
Internationaler Index 3+ 10 3 7 0,93142
Therapieerfolg R 40 12 28

PR 2 0 2

FRO 2 1 1 0,53669
Rezidiv Ja 7 2 5

Nein 37 11 26 0,295089
Vitaler Status lebend 39 12 27

versiorben 5] 2 4 0,89949

3.7.3. IL-12 und Laborparameter

Die Assoziation von Standardlaborparametern der HD
Patienten mit IL-12 Serumwerten war wie folgt (siehe
Tabelle 52).

Ein IL-12 Serumwert der HD Patienten Uber dem Normbereich
korrelierte im Chi-Quadrat Test nicht signifikant mit einer
hohen BSG, einem Albuminwert unter 40g/1, einem

Hadmoglobingehalt unter 10,5 g/dl, einem Leukozytengehalt
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von oder iiber 15 g/l oder einem Lymphozytenanteil von unter

8%.
Tabelle 52: Korrelation von IL-12 Serumwerten mit
Blutwerten
IL12 Serumspiegel uber
dem oberen Normbereich
Nein (n) Ja (n) Pearson Chi-
Quadrat Test (p)
Hohe BSG Nein 7 13
Ja 7 18 0,61425
Albumin~ »>=40g/L 9 25
<40g/L 1 3 0,94962
Hamoglobin* >=10.5g/dL 12 23
<10.5g/dL 2 7 0,48831
Leukozyten* <15 G/L 12 23
>=15 G/L 4 3] 0,61309
Lymphozyten® >=8% 13 21
«8% 0 3] 0,06525

(* = einige Werte wurden nicht erhoben bzw. dokumentiert)

3.7.4. IL-12 und Uberlebensparameter

Morbus Hodgkin Patienten mit einem IL-12 Serumwert iber dem
Normbereich verstarben nicht signifikant haufiger, als
Patienten mit einem Serumwert 1im Normbereich (p=0,9448;
Odds Ratio= 0,89 (95% KI unten= 0,11; 95% KI oben=8,22);
siehe Abbildung 26 und Tabelle 53 und 54).

Abbildung 26: Uberlebenszeit in Bezug zum IL-12 Serumwert
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Tabelle 53: Uberlebenszeit in Bezug zum IL-12 Serumwert

SV Beobachtungszeit (Tage) Signifikanz
Mittel- langster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter | abweichung| Konfidenz-| Test (p)
Zeltraum intervall
IL12 - Serumwert | ;q55 ; 2218 118,64 | 1723,17 -
iiber dem
Normbereich 2188,23
IL12 Serumwert | ., -q 1961 170,04 1367,51 - 0,9448
Im Normbereich
2034,07

Tabelle 54: Uberleben in Bezug zum IL-12 Serumwert

sV Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zensierte
beobachteten Vorfille zensierten Patienten In
Patienten Patienten Prozent (%)

IL12 Serumwert

uber dem 31 4 27 87,1

Normbereich

IL12 Serumwert

Im Normbereich 14 2 12 85,71

Abbildung 27:

Serumwert

Rezidivfreies Uberleben in Bezug zum IL-12
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Morbus Hodgkin Patienten mit einem IL-12 Serumwert iber dem
Normbereich hatten kein signifikant haufigeres
rezidivfreies Uberleben, als Patienten mit einem Serumwert
im Normbereich (p=0,9876; 0dds Ratio= 1,06 (95% KI unten=
0,14; 95% KI oben= 9,34); siehe Abbildung 27 und Tabelle 55
und 56) .

Tabelle 55: Rezidivfreie Uberlebenszeit in Bezug zum IL-12

Serumwert
RFS Beobachtungszelit (Tage) Signifikanz
Mittel- langster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter| abweichung| Konfidenz-| Test (p)
Zeftraum intervall
IL12 Serumwert | 4547 45 1984 122,28 | 1447,78 -
tiber dem
Normbereich 1927.,13
IL12 Serumwert | 4,44 35 1499 138,64 | 101461 - 0,9876
im Normbereich
1558,09

Tabelle 56: Rezidivfreies Uberleben in Bezug zum IL-12

Serumwert
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RFS Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zenslerte
beobachteten Vorfille zenslerten Patienten in
Patlenten Patlenten Prozent (%)

IL12 Serumwert

uber dem 31 5 26 83,87
Normbereich

IL12 Serumwert
im Normbereich 13 2 11 84,62

Morbus Hodgkin Patienten mit einem IL-12 Serumwert iber dem
Normbereich hatten keine signifikant haufigere oder
seltenere Freiheit wvon Therapieversagen, als Patienten mit
einem Serumwert im Normbereich (p=0,975; 0Odds Ratio= 1,06
(95% KI unten= 0,14; 95% KI oben= 9,34); siehe Abbildung 28
und Tabelle 57 und 58).

Abbildung 28: Freiheit von Therapieversagen in Bezug zum

IL-12 Serumwert
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Tabelle 57: Freiheit von Therapieversagen:

Beobachtungszeiten in Bezug zum IL-12 Serumwert
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FFTF Beobachtungszelit (Tage) Signifikanz
Mittel- langster Standard- 95% Log Rank
wert beobachteter| abweichung| Konfidenz-| Test (p)
Zeltraum intervall
IL12 Serumwert | 45,5 ;4 2218 119,85 1690,84 -
tiber dem
Normbereich 2160,67
IL12 Serumwert | 454 ;5 1878 160,19 1317,78 - 0,975
Im Normbereich
1945, 72

Tabelle 58: Freiheit von Therapieversagen in Bezug zum IL-

12 Serumwert

FFTF Anzahl der Anzahl der Anzahl der Zenslerte
beobachteten Vorfille zenslerten Patienten in
Patlenten Patlenten Prozent (%)

IL12 Serumwert

uber dem 31 5 26 83,87
Normbereich

IL12 Serumwert
Im Normbereich

13 2 11 84,62

3.8. IL-13

3.8.1. IL-13 Messergebnisse

Die gemessenen IL-13 Serumwerte bei 13 Morbus Hodgkin
Patienten waren signifikant niedriger im Vergleich zu den
10 gesunden Kontrollen (p=0,035; siehe Tabelle 1 und 2).
Bei Morbus Hodgkin Patienten war IL-13 dim Serum aller
Patienten messbar, der Median lag bei 47,66 pg/ml und der
niedrigste und hochste gemessene Serumwert war 20,48 und
124,3 pg/ml.

Bei Gesunden, im Vergleich zu den Morbus Hodgkin Patienten,
war IL-13 im Serum auch bei allen Testpersonen messbar, der
Median lag bei 78,39 ng/ml und der niedrigste und hochste
gemessene Serumwert war 29,67 und 147 ng/ml.

Die untere Grenze des Normbereichs bei der 5% Perzentile
der Gesunden lag bei 29,67 ng/ml, die obere Grenze des
Normbereichs bei der 95% Perzentile der Gesunden lag bei

147 pg/ml.
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3.8.2. IL-13 und klinische Parameter, Laborparameter und
Uberlebensparameter
Wegen der unzureichenden Anzahl von Patienten mit einem IL-

13 Serumwert unter dem unteren Normbereich oder oberhalb

des oberen Normbereichs, lieBen sich keine
Patientenuntergruppen erstellen. Eine
Korrelationsberechnung mit klinischen Parametern,

Laborparametern oder Uberlebensparametern lieR sich deshalb

nicht anfertigen (Tabelle 59 und 60).

3.9. IFN-gamma

3.9.1. IFN-gamma Messergebnisse

Die gemessenen IFN-gamma Serumwerte bei 36 HD Patienten
waren signifikant niedriger im Vergleich zu den 10 gesunden

Kontrollen (p=0,0056; siehe Tabelle 1 und 2).

Tabelle 59: Patientencharakteristika und klinische

Parameter in Bezug zum IL-13 Serumwert
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Total IL13 Serumsplegel lber
dem oberen Normbereich
{(n) [Nein (n)Ja (n)| Pearson Chi-
Quadrat Test (p)

Geschlecht mannlich 9 9 0
weiblich 4 4 0 n/a

Alter < 45 J 10 10 0
> 45 J 3 3 0 n/a

Stadium ! 1 1 0

I 1 1 0

i 5 5 0
Vv B B 0 n/a

B-Symptome Ja 9 9 0
Nein 4 4 0 n/a

Histologie NS 8 8 0
MC 5 5 0 n/a

Bulk Ja 9 9 0
Neirn 4 4 0 n/a

Extranodaler Ja 2 2 0
Befall Nein 11 11 0 n/a

>=3 Lymphknoten Ja 11 11 0
Nein 2 2 0 n/a

Massiver Milzbefall Ja 4 4 0
Nein 9 9 0 n/a

Grosse mediastinale Ja 2 2 0
Raumforderung Nein 11 11 0 n/a

Score o-2 9 9 0
Internationaler Index 3+ 4 4 0 n/a

Therapieerfolg o F) 10 10 0
PRO 2 2 0 n/a

Rezidiv Ja 2 2 0
Nein 10 10 0 n/a

Vitaler Status lebend 10 10 0
versiorben| 3 3 0 n/a

(n/a = Berechnung nicht ausf hrbar, wenn die Anzahl der nicht leeren Zeilen oder Spalten eins ist.)

Tabelle 60: Korrelation von IL-13 mit Blutwerten

IL13 Serumspiegel uber
dem oberen Normbereich
Nein (n) Ja (n) Pearson Chi-
Quadrat Test (p)
Hohe BSG Nein 5 D
Ja a8 D n/a
Albumin® >=40g/L 5] D
<40g/L 2 D n/a
Hamoglobin* >=10.5g/dL 9 0
<10.5g/dL 3 9] n/a
Leukozyten™ <15 G/L 10 0
>=15 G/ 2 D n/a
Lymphozyten* >=8% 10 D
«8% 1 D n/a

(* = einige Werte wurden nicht erhoben bzw. dokumentiert; n/a = Berechnung
nicht ausfihrbar wenn die Anzahl der nicht leeren Zeilen oder Spalien eins ist.)
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Bei Morbus Hodgkin Patienten war IFN-gamma im Serum bei 33
von 36 (91,7%) Patienten messbar, der Median lag bei 19,34
ng/ml und der niedrigste gemessene Serumwert war unter der
Sensitivitatsgrenze des Essays und der hochste war 95,87
pg/ml.

Bei Gesunden, im Vergleich zu den Morbus Hodgkin Patienten,
war IFN-gamma 1im Serum aller Testpersonen messbar, der
Median lag bei 245 ng/ml und der niedrigste und hochste
gemessene Serumwert war 6,08 und 2504 pg/ml.

Die untere Grenze des Normbereichs bei der 5% Perzentile
der Gesunden lag bei 6,08 pg/ml, wobei 4 von 36 (11,1%) der
Morbus Hodgkin Patienten einen Messwert unter dieser Grenze
hatten.

Die obere Grenze des Normbereichs bei der 95% Perzentile

der Gesunden lag bei 2504 ug/ml.

3.9.2. IFN-gamma und klinische Parameter, Laborparameter
und Uberlebensparameter

Da alle aubBer einem HD Patienten einen IFN-gamma Serumwert
unterhalb des oberen Normbereiches hatten, lielen sich
keine Patientenuntergruppen definieren. Eine
Korrelationsbe-rechnung mit klinischen Parametern,
Laborparametern oder Uberlebensparametern lieR sich deshalb

nicht anfertigen (siehe Tabelle 61 und 62).

3.10. Korrelation von Zelladhadsionsmolekilen und Inter-
leukinen im Serum der HD Patienten

3.10.1. ICAM-1

Eine signifikante positive Korrelation ergab sich flur ICAM-

1 zu E-Selektin, VCAM-1, IL2R, IL6 und IL7.

Tabelle 61: Patientencharakteristika und klinische

Parameter in Bezug zum IFN-gamma Serumwert
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Total| IFN-Gamma Serumspliegel lUber
dem oberen Normbereich
(n) |Nein (n)Ja (n)] Pearson Chi-
Quadrat Test (p)
Geschlecht mé&anniich 17 17 0
weiblich 19 19 0 n/a
Alter < 45 J 26 26 0
> 45 J 10 10 0 n/a
Stadium { 4 4 0
i 14 14 0
i 11 0
iV 7 7 0 n/a
B-Symptome Ja 18 18 0
Nein 18 18 0 n/a
Histologie LP 2 2 0
NS 26 26 0
MC 8 8 0 n/a
Bulk Ja 16 16 0
Nein 20 20 0 n/a
Extranodaler Ja 5 5 0
Befall Nein 31 31 0 n/a
==3 Lymphknoten Ja 22 22 0
Nein 14 14 0 n/a
Massiver Milzbefall Ja 8 8 0
Nein 28 28 0 n/a
Grosse medlastinale Ja 9 9 0
Raumforderung Nein 27 27 0 n/a
Score a-2 28 28 0
Internationaler Index 3+ 8 8 0 n/a
Theraplieerfolg R 33 33 0
PR 2 2 0
FRO 1 1 0 n/a
Rezidiv Ja G G 0
Nein 30 30 0 n/a
Vitaler Status lebend 32 32 0
verstorben 4 4 0 n/a

(n/a = Berechnung nicht ausf hrbar, wenn die Anzahl der nicht lesren Zsilen oder Spalten eins ist.)

3.10.2. E-Selektin

Eine signifikante positive Korrelation ergab sich fir E-

Selektin zu ICAM-1,

3.10.3. vCcam-1

VCAM-1,

IL1I0 und IL2R.

Eine signifikante positive Korrelation ergab sich fir VCAM-

1 zu ICAM-1,

E-Selektin, IL10,

3.10.4. GMP-140

IL12 und IL2R.

Eine signifikante positive Korrelation ergab sich fir GMP-

140 zu ILS.

Tabelle 62: Korrelation von IFN-gamma mit Blutwerten
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IFN-Gamma Serumspiegel uber
dem oberen Normbereich
Nein (n) Ja (n) Pearson Chi-
Quadrat Test (p)|
Hohe BSG Nein 16 0
Ja 20 0 n/a
Albumin”* >=40g/L 6 0
<40g/L 2 0 n/a
Hémoglobin* >=10.5g/dL 28 0
<10.5g/dL 8 9] n/a
Leukozyten™ <15 G/L 28 0
>=15 G/L 7 0 n/a
Lymphozyten® >=8% 27 0
<8% 6 9] n/a

(* = einige Werte wurden nicht erhoben bzw. dokumentiert; n/a = Berechnung
nicht ausfihrbar wenn die Anzahl der nicht leeren Zeilen oder Spalien eins ist.)

3.10.5. IL6sR

Eine signifikante positive Korrelation ergab sich fir IL6sR
zu IL12.

3.10.6. IL1O

Eine signifikante positive Korrelation ergab sich ftur ILI1O0
zu E-Selektin, VCAM-1, IL12 und IL2R.

3.10.6. IL12

Eine signifikante positive Korrelation ergab sich fir IL12
zu VCAM-1, IL6sR, IL10 und ILZ2R.

3.10.7. IL13

Eine signifikante positive Korrelation ergab sich fir IL13
zu GCSF.

3.10.8. IFN-gamma

Eine signifikante positive Korrelation ergab sich fir IFN-

gamma zu GCSF.

Tabelle 63: Signifikanztest beziiglich der Korrelation wvon
Serumwerten von Zell-Adhdsions-Molekiilen und Interleukinen

bei Morbus Hodgkin Patienten
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Spearman Korrelation Koeffizienten

{Koetfizient / (Anzahl der verglichenen MeRwerte) / 2-seitiger Signifikanziest (p))

. |o,4543
E-Selektin N 58)
Sig<0,001
0,3532 0,5848
VCAM-1 N( 58) N 59
Sig 0,007 | Sig<0,001
0,1145 0,1057 -0,1375
GMP-140 N{ 58) N( 59) N( 59)
Sig 0,392 |Sig 0425 [Sig 0,299
IL6SR 0,4091 0,5545 0,5455 -0,4273
N(  11) N 11) N( 11) N(  11)
Sig 0,212 |Sig 0,077 |Sig 0,083 [Sig 0,190
IL10 0,0557 0,3808 0,4692 0,1078 0,3249
N{ 38) N 38) N( 38) N{ 38) N{ 27)
Sig 0,740 | Sig 0,018 |[Sig 0,003 |Sig 0,520 |Sig 0,098
IL12 0,0427 0,0815 0,3685 -0,0527 |0,5872 0,3469
N{ 30) N( 30) N( 30) N{ 31) N 17) N 42)
Sig 0,823 |Sig 0,669 [Sig 0,045 |Sig 0,778 |Sig 0,013 |Sig 0,024
IL13 -0,3333 -0,0667 |-0,1273 -0,2909 |n/a 0,3892
N( 10) N( 10) N( 10) N 11) N 1) N( 10)
Sig 0,347 Sig 0,855 |[Sig 0,726 Sig 0,385 [Sig nfa Sig 0,266
IEN- -0,1052 0,0670 -0,0500 0,0157 0,0528 0,1673
N( 24) N( 24) N( 24) N( 24) N( 17) N{ 36)
gamma Sig 0,625 |Sig 0,756 |[Sig 0,816 |Sig 0,942 |Sig 0,841 |Sig 0,329
IL2R 0,3855 0,4814 0,7610 -0,2095 |0,1026 0,3515
N(  34) N(  34) N(  34) N( 34) N{ 27) N( 66)
Sig 0,024 | Sig 0,004 |Sig<0,001 |Sig 0234 [Sig 0611 | Sig 0,004
IL6 0,43489 0,1950 0,2183 0,2387 -0,0880 0,2189
N( 38) N( 38) N( 38) N( 38) N( 27) N( 70)
Sig 0,006 |Sig 0,241 |Sig 0,188 |Sig 0,149 [Sig 0,663 |Sig 0,069
L7 0,5440 0,3646 0,1372 -0,1956 |0,1974 0,1328
N(  22) N 22) N( 22) N 22) N{ 19) N( 41)
Sig 0,008 |Sig 0,095 |Sig 0,543 |Sig 0,383 [Sig 0,418 |Sig 0,408
IL8 0,0787 0,1312 -0,0548 0,5444 -0,0640 0,0800
N{ 34 N( 34) N(  34) N(  34) N{ 25) N( 62)
Sig 0,658 |Sig 0460 [Sig 0,758 | Sig 0,001 |Sig 0,761 |[Sig 0,536
GCSE 0,0262 0,2659 0,2526 -0,0489 |0,1345 0,1108
N{ 34) N( 34) N( 34) N( 34) N( 27) N{ 6&4)
Sig 0,883 |Sig 0,129 [Sig 0,150 |Sig 0,784 |Sig 0,504 |Sig 0,384
ICAM-1 | E-Selektin| VCAM-1 | GMP-140 IL6sR IL10

(n/a=Berechnung nicht ausflihrbar; signifikanie Korrelation durch Kursivdruck hervorgehoben)

Tabelle 64:

Serumwerten von Zell-Adhasions-Molekiilen und Interleukinen

bei Morbus Hodgkin Patienten
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Signifikanztest beziglich der Korrelation von




Spearman Korrelation Koeffizienten
{Koeffizient / (Anzahl der verglichenen MefBwerte) / 2-seitiger Signifikanziest (p))

IL13 -0,0908
N( 13)
Sig 0,768
IFN- 0.0876 |-0.4000
gamma |[N( 36) |N( 4)
Sig 0,611 | Sig 0,600
IL2R 0,4638 -0,1167 |0,0839
NG 39 [NC 9 [N 33
Sig 0,003 |Sig 0,765 | Sig 0,642
IL6 0,1111 -0,3939 |0,1984 0,3020
N( 42) |N( 10) |N( 36) |nN¢ 66)
Sig 0,484 |Sig 0.260 | Sig 0,246 | Sig 0,014
IL7 0,1407 0,4685 0,3222 0,2831 0,3823
NC 30) INC 7)) |N( 280 |N( 41 |N 49)
Sig 0,458 |Sig 0,289 | sig 0,108 |Sig 0,073 | Sig 0,011
L8 01945 |-0,2929 |0.3114 |-0.0147 |0, 4752 |-0.1047
NG 39 [NC 9 [N¢ 33) [N 82 N ez [N 40)
Sig 0,235 |Sig 0,444 | sig 0,078 | Sig 0,910 | Sig<0,007|Sig 0,520
GCSF 02510 |-0,7120 |0.3796 |0,2951 |0.0975 |0.3502 |-0. 1191
NC 39) N 9 (N 33 N sy |N( e4) [N 41) [N e0)
Sig 0,123 | Sig 0,031 | Sig 0,029 | Sig 0,018 | Sig 0,444 | sig 0,025 | Sig 0,365
IL12 IL13 IFN- IL2R IL6 IL7 IL8
gamma

(signifikanie Korrelation durch Kursivdruck hervorgehoben)
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4. Diskussion

4.1. HD Patienten und ICAM-1

Losliches ICAM-1 war im Serum bei den hier untersuchten HD
Patienten 1im Vergleich zu Gesunden signifikant hoher
nachweisbar (p=0,0019). Ein erhohter ICAM-1 Serumspiegel

korrelierte signifikant mit einem hohen Risikofaktoren

Score der HD Patienten. Insbesondere bei mannlichen
Patienten war ICAM-1 signifikant haufiger erhoéht und
korrelierte auch signifikant mit einem hoheren

Erkrankungsstadium und einem niedrigen Albuminspiegel im
Serum. Diese Parameter sind in ihrer Kombination als
klinische Risikofaktoren bei HD Patienten beschrieben
worden (31).

Zusatzlich korrelierte ein erhdhter ICAM-1 Serumspiegel mit
dem Vorliegen wvon B-Symptomen, einem extranodalen Befall,
dem Befall wvon 3 oder mehr Lymphknotenregionen, einer
erhohten BSG, dem Erleiden eines Rezidivs und dem vitalen

Status der Patienten.

Patienten mit einem erhohten ICAM-1 Serumwert verstarben
bei Analyse mit dem Log-Rank Test signifikant haufiger
(p=0,0067) mit einer Wahrscheinlichkeit im Odds Ratio wvon
91,71:1. Die Uberlebenszeit nach Randomisation betrug fir
Patienten mit einem erhdhten Serumwert im Mittel uber 4,9
Jahre.

Patienten mit einem erhohten ICAM-1 Serumwert hatten auch
eine im Log Rank Test signifikant geringere Rezidivfreiheit
und Freiheit von Therapieversagen. Im Odds Ratio ergab sich
bei beiden Parametern eine Chance von 4,2 zu 1 solch einen
Vorfall =zu erleiden, das 95% Konfidenzintervall des 0dds
Ratio schloss jedoch beides mal den Wert 1 ein, weshalb fir
diese statistische Berechnung kein signifikantes Ergebnis

erzielt wurde.
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ICAM-1 Serumwerte korrelierten signifikant mit den E-
Selektin und VCAM-1 Serumwerten bei den untersuchten HD
Patienten. Interessanterweise korrelierten ICAM-1
Serumwerte auch mit schon als signifikant erhoht
beschriebenen Serumwerten bei HD Patienten von IL-2R, IL-6
und IL-7 (29).
Aufgrund der hochsignifikanten Wahrscheinlichkeit YA
versterben und weil bei diesem Patientenkollektiv nicht
allein der Risikofaktoren Score die Patienten definierte,
welche klinisch einen unginstigeren Verlauf aufwiesen,
ergibt sich insgesamt eine signifikante prognostische
Relevanz flir den ICAM-1 Serumwert bei Erstdiagnose.
Schon bei immunhistochemischen Studien wurde eine
Assoziation wvon ICAM-1 zu der Keimzentrumformation vor
allem bei Patienten mit einem NS-Subtyp beschrieben (66).
Ob die ICAM-1 Produktion, welche bei Epstein-Barr Virus
infizierten HD Zelllinien induziert wird, auch nur bei EBV
infizierten HD Patienten vorliegt, konnte nicht untersucht
werden, da keine Daten diesbeziiglich vorlagen (78b).
Weiterhin wurde nachgewiesen, das eine hohe Expression von
ICAM-1 in befallenem Gewebe mit einem erhohtem Serumspiegel
einhergeht (58). Dies steht im Einklang mit anderen
Berichten wie auch in der hier vorgelegten Studie, dass
zirkulierendes ICAM-1 bei HD-Patienten erhoht ist und einen
unabhangigen prognostischen Faktor darstellt (14,30a). In
der hier vorgelegten Studie liegen Jjedoch erstmals
Uberlebenszahlen fir einen Beobachtungszeitraum von bis zu
o6 Jahren vor, was die Aussage der hier gefundenen
Ergebnisse untermauert.
Prognostische Signifikanz haben ICAM-1 Serumwerte Jjedoch
nicht nur bei HD Patienten, sondern auch bei non-Hodgkin
Lymphomen, Brust- und Magenkarzinomen (1lb,30b,46b,57b,77b,
82b) .
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4.2. HD Patienten und E-Selektin

Losliches E-Selektin war im Serum der hier untersuchten HD
Patienten signifikant hdéher nachweisbar, als bei Gesunden
(p=0,0202) . Ein erhohter E-Selektin Serumspiegel
korrelierte signifikant mit einem hohen Risikofaktoren
Score der HD Patienten (p=0,0233). Beil Einzelanalyse der im
Risikofaktoren Score enthaltenen Faktoren, ergab sich ein
signifikantes Ergebnis nur bei einem hohen
Erkrankungsstadium.

Des welteren korrelierte ein erhdhter E-Selektin
Serumspiegel signifikant mit dem Vorliegen von B-Symptomen,
dem Befall von drei oder mehr Lymphknotenregionen, einem
massiven Milzbefall, einem schlechteren Therapieerfolg,

einem Rezidiv und dem vitalen Status der Patienten.

Patienten mit einem erhdéhtem E-Selektin Serumwert
verstarben bei Analyse mit dem Log-Rank Test signifikant
haufiger (p=0,0007) mit einer Wahrscheinlichkeit im Odds
Ratio Test von 403:1. Die mittlere Uberlebenszeit nach
Randomisation betrug fir Patienten mit einem erhohten
Serumwert iUber 4 Jahre. Des weiteren erlitten diese
Patienten mit einer Wahrscheinlichkeit von 5,67:1
signifikant haufiger ein Rezidiv (p=0,0133), als auch
signifikant seltener eine Freiheit wvon Therapieversagen
(p=0,0168) .

E-Selektin Serumwerte korrelierten signifikant mit den
ICAM-1, VCAM-1 und IL10 Serumwerten bei denselben
Patienten. Interessanterweise korrelierten E-Selektin
Serumwerte auch mit schon als signifikant erhoht
beschriebenen Serumwerten von IL-2R bei HD Patienten (29).
Beim NS Subtyp des HD wurde eine groBere Anzahl von E-
Selektin positiven BlutgefaBen nachgewiesen, welches mit
einer Alteration der intravaskularen Koagulation
einherging, durch den Nachweis von einer hoheren Inzidenz

intravaskuldrer Thrombi (72).
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Da keine Literatur iber 1losliches E-Selektin im Serum wvon
HD Patienten in der National Library of Medicine
katalogisiert ist, handelt es sich bei den hier
vorgestellten Daten, um die erstmalige Beschreibung dieses
Sachverhaltes. Die Bestatigung durch andere Untersuchungen
bleibt somit abzuwarten. Bei Brust- und Magenkarzinomen
hingegen wurde schon eine prognostische Signifikanz von E-
Selektin Serumwerten nachgewiesen, bei non-Hodgkin

Lymphomen jedoch nicht (1b,30b,82b).

Aufgrund der hochsignifikanten Wahrscheinlichkeit YA
versterben, ein Rezidiv zu erleiden und keine Freiheit von
Therapieversagen zUu haben und weil bei diesem
Patientenkollektiv nicht allein der Risikofaktoren Score
die Patienten definierte, ergibt sich insgesamt eine
signifikante prognostische Relevanz flir den E-Selektin

Serumwert bei Erstdiagnose.

4.3. HD Patienten und VCAM-1

Losliches VCAM-1 war im Serum bei den hier untersuchten HD
Patienten im Stadium 3 und 4 im Vergleich zu Gesunden hoher
nachweisbar, in Bezug auf alle HD Patienten konnte jedoch
keine Signifikanz, sondern nur eine Assoziation
nachgewiesen werden (p=0,0511).

Ein erhdhter VCAM-1 Serumspiegel korrelierte signifikant
mit einem hohen Risikofaktoren Score der HD Patienten (31).
Bei Einzelanalyse der im Risikofaktoren Score enthaltenen
Faktoren, ergab sich ein signifikante Korrelation nur bei
einem Stadium 4 nach Ann-Arbor und einer Lymphozytopenie.
Des weiteren korrelierte ein erhohter VCAM-1 Serumspiegel
signifikant mit dem Vorliegen von B-Symptomen, dem Befall
von drei oder mehr Lymphknotenregionen und einem massiven

Milzbefall.
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Patienten mit einem erhdhten VCAM-1 Serumwert verstarben
haufiger als Patienten mit einem Serumwert im Normbereich,
jedoch erreichte dies im Log-Rank Test (p=0,0883) als auch
im Odds Ratio Test noch keine Signifikanz. Die mittlere
Uberlebenszeit nach Randomisation betrug fiir Patienten mit
einem erhdohten Serumwert Uber 4,27 Jahre.

VCAM-1 Serumwerte korrelierten signifikant mit den ICAM-1,
E-Selektin, IL10 wund IL12 Serumwerten Dbei denselben
Patienten. Interessanterweise korrelierten VCAM-1
Serumwerte auch mit schon als signifikant erhoht
beschriebenen Serumwerten von IL-2R bei HD Patienten (29).
Ein hoch signifikantes Ergebnis wie anderswo beschrieben,
konnte hier nicht eindeutig nachvollzogen werden, Jjedoch
ahnliche signifikante Korrelationen mit anderen schon als
signifikant beschriebenen Faktoren ist nachzuweisen (15a).
Bei Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL) konnte VCAM-1 ebenfalls nur
bei fortgeschrittenem Tumorstadium als erhdéht nachgewiesen
werden; dabei bestand eine signifikante Assoziation mit
einer kiirzeren Uberlebenszeit (15b) . Prognostische
Signifikanz haben VCAM-1 Serumwerte auch Dbei Brust- und
Magenkarzinomen (1lb,30b).

Insgesamt konnte hier noch keine signifikante prognostische
Relevanz fir den VCAM-1 Serumwert bei Erstdiagnose bewiesen
werden, obgleich dieser mit verschiedenen anderen als

signifikant nachgewiesenen Faktoren korreliert.

4.4. HD Patienten und GMP-140

Losliches GMP-140 war im Serum der hier untersuchten HD
Patienten nicht signifikant hoher nachweisbar, als bei
Gesunden (p=0,2025). Ein erhdhter GMP-140 Serumspiegel
korrelierte auch nicht signifikant mit einem hohen
Risikofaktoren Score der HD Patienten, noch mit irgendeinem
anderen der in dieser Studie erfassten Parameter.

Erstaunlicherweise korrelierten erhdhte GMP-140 Serumwerte
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hochsignifikant mit den bei denselben Patienten gemessenen
IL8 Serumwerten (p=0,001). Insgesamt l&dsst sich in dieser
Studie keine prognostische Relevanz fiir GMP-140 Serumwerte
beweisen. Dies steht in Kontrast zu einem Bericht wo P-
Selektin bei HD Patienten als signifikant erhoht

beschrieben wurden (32).

4.5. HD Patienten und IL6sR

Losliches 1IL6sR war im Serum der hier untersuchten HD
Patienten signifikant hoher nachweisbar als bei Gesunden
(p<0,0001). Ein erhdéhter 1IL6sR Serumspiegel korrelierte
signifikant mit dem IL12 Serumwert der HD Patienten, sonst
aber korrelierte er mit keinem anderen der in dieser Studie
erfassten Parameter. Insgesamt ergibt sich fir den IL6sR
Serumwert keine prognostische Relevanz. Dies 1ist insofern
von Relevanz, da IL-6 und IL-6R in HD Zelllinien
nachgewiesen wurde und IL-6 Serumwerte als signifikant
erhoht beschrieben worden sind (29,40). Dies mag einen
Hinweis darauf geben, dass die flir die Mediation des I1-6
Signals bendtigten Rezeptoren nicht von den sie

exprimierenden Zellen abgestoBlen werden.

4.6. HD Patienten und IL-10

IL-10 war bei HD Patienten signifikant hdufiger im Serum
nachzuweisen als bei Gesunden. Bei 12,3% aller HD Patienten
war IL-10 nachweisbar, bei 38 untersuchten Gesunden jedoch
nicht. Unter allen klinischen Parametern und Laborwerten
korrelierte nur ein Alter Uber 45 Jahren signifikant mit
erhohten I1-10 Serumwerten, welches ein unabhédngiger
klinischer Risikofaktor bei Patienten mit fortgeschrittenem
Stadium des HD ist (31).

Die Analyse der Uberlebensparameter ergab einen Odds Ratio
mit einer Chance wvon 3,75 zu 1 fir 1I1-10 positive
Patienten, im Vergleich zu den IL-10 negativen Patienten,

keine Freiheit von Therapieversagen zu haben nach im Mittel
102



60,67 Monaten Beobachtungszeit nach Randomisation . Im Log
Rank Test war dies statistisch signifikant mit p=0,0427.
Das 95% Konfidenzintervall des 0dds Ratio schloss Jjedoch
den Wert 1 ein, weshalb flr diesen Test kein signifikantes
Ergebnis erzielt wurde. Es ergibt sich hiermit insgesamt
eine prognostische Relevanz flir den IL-10 Serumwert Dbei
Erstdiagnose.

Mit einer Chance von 3,37 zu 1 ergab sich eine statistisch
nicht signifikante verringerte Uberlebenswahrscheinlichkeit
nach im Mittel 73,47 Monaten Beobachtungszeit nach
Randomisierung fiir I1-10 positive HD Patienten.

Das klinische und histopathologische Bild des HD ist
assoziiert mit einer 1lokal oder systemisch unbalanzierten
und/oder deregulierten Zytokinproduktion, welche vielleicht
zu der Pathogenese des HD beitragt. HD Patienten haben
haufig erhdéhte Serumwerte von Il-6 und Tumor Nekrose Faktor
(TNF), aber auch wie in dieser Arbeit vorgestellt, von
16slichen Adhdsionsmolekiilen. Es ergab sich eine
signifikante Korrelation von IL-10 mit E-Selektin, VCAM-1,
IL-2R und IL-12, nicht jedoch mit IL-6, IL-7 und IL-8,
welche beim HD als signifikant erhdéht festgestellt worden
sind (29).

Die Quelle des Serum IL-10 bedarf noch der Klarung. Es
stammt vielleicht wvon den malignen HRS Zellen oder T
Zellen, welche die Tumorzellen umrunden, wie es durch die
in situ Hybridisierung von HD beteiligten Gewebeproben
demonstriert wurde (35,55). Die wverstadrkte Produktion wvon
IL-10 beim HD héangt vielleicht mit der deregulierten
Zytokinproduktion und zellularen Aktivierung durch die
malignen HRS Zellen zusammen und konnte ein Versuch des
Organismus sein der exzessiven Aktivitat von
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1, 1IL-6 und TNF
entgegenzuwirken (22,44,78a,84). Im Einklang mit dieser
Vermutung ist der Nachweis, dass TNF die Ausschiittung wvon

IL-10 regulieren kann (61).
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Die Zytokin vermittelte Gegenregulation koénnte somit als
kritischer Anteil an der Pathogenese des HD gesehen werden,
wobei IL-10 nur in den HRS Zellen von EBV infizierten
Patienten gefunden wurde (3b). Der Mechanismus der IL-10
Induktion ist jedoch noch ungeklart (78b). HD Patienten mit
EBV positiven HRS Zellen entwickeln eine intakte humorale
Immunitat gegen das EBV, vermdgen Jedoch nicht eine
zytotoxische Immunantwort gegen die immunogenen EBV
Antigene zu entwickeln (23) . IL-10 verschafft unter
Umstanden auch einen Uberlebensvorteil und Immuntoleranz
von EBV infizierten HRS Zellen mittels der Suppression der
Funktionen von T-Zell und Antigen-prasentierenden
Zellfunktionen in der Umgebung von HD involviertem
Lymphgewebe. I1-10 repréasentiert vielleicht einen
regulatorischen Mechanismus um anderen Zytokinen
entgegenzuwirken und somit eine TH2 betonte Reaktion
hervorzurufen. Der klinische Stellenwert von IL-10
Serumwerten als Vorhersageparameter fiir ein friithes Rezidiv
und eines schlechteren klinischen Verlaufs rechtfertigt

eine weiterfilhrende detaillierte Analyse.

4.7. HD Patienten und IL12

Losliches 1IL12 war 1im Serum der hier untersuchten HD
Patienten signifikant hdéher nachweisbar, als bei Gesunden
(p=0,0148). Ein erhohter 1IL12 Serumspiegel korrelierte
nicht signifikant mit einem hohen Risikofaktoren Score der
HD Patienten, noch mit irgendeinem anderen der 1in dieser
Studie erfassten Parameter. Interessanterweise korrelierten
die 1IL12 Serumwerte signifikant mit den bei denselben
Patienten gemessenen VCAM-1, IL6SR, IL10 und IL2R
Serumwerten. Insgesamt lasst sich fir IL12 in dieser Studie
keine prognostische Relevanz ableiten. In Hinblick auf die
Tatsache, dass bei immunohistochemischen Farbungen die

meisten HD Lymphknoten als IL-12 Positiv beschrieben wurden
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und nur bei diesen EBV-LMP-1 nachgewiesen wurde, ist
weitergehend zu untersuchen, ob dieses auch in Zusammenhang

mit VCAM-1, IL6sR, IL10 oder IL2R steht (74a).

4.8. HD Patienten und IL-13

Losliches 1IL-13 war im Serum der hier untersuchten HD
Patienten signifikant niedriger nachweisbar, als Dbei
Gesunden (p=0,035). Die Verteilung der I1-13 Serumwerte bei
HD Patienten war fast gédnzlich im Bereich des Normbereichs
der IL13 Verteilung bei Gesunden. Somit lieBen sich keine
sinnvollen Patientensubgruppen definieren und flir eine
Subgruppenanalyse heranziehen. Folglich 1lédsst sich mit
dieser Studie keine prognostische Relevanz fir IL-13
Serumwerte bei HD Patienten ableiten.

Da IL-13 in immunohistochemischen Untersuchungen vor allem
von HRS-Zellen exprimiert und durch IL-13 Antikdrper das
Wachstum wvon HRS-Zellen inhibiert wurde, ist dennoch von
einem prognostischem Stellenwert wvon I1-13 auszugehen,
weshalb welitergehende Untersuchungen, vor allem auf
Zellebene, indiziert sind (41,76). Das IL-13 im Serum bei
HD-Patienten signifikant niedriger als bei Gesunden

nachweisbar war, bedarf jedoch noch weiterer Abklarung.

4.9. HD Patienten und IFN-gamma

Die Verteilung der Serumwerte von 1l0slichem IFN-gamma war
im Serum der hier untersuchten HD Patienten signifikant
niedriger, als bei Gesunden (p=0,0056).

Die Verteilung der IFN-gamma Serumwerte bei HD Patienten

war noch im unteren Normbereich der IFN-gamma Verteilung

bei Gesunden. Somit lieBen sich keine sinnvollen
Patientensubgruppen definieren und flir eine
Subgruppenanalyse heranziehen. Folglich 1lédsst sich mit

dieser Studie keine prognostische Relevanz flir IFN-gamma

Serumwerte bei HD Patienten ableiten. Jedoch ist die
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niedrige Expression von IFN-gamma wegen seiner bekannten
immunregulatorischen Wirkung und dem Beitrag zur B-Zell

Differenzierung beachtenswert.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Im Vergleich zu gesunden Testpersonen waren Interleukin-10,
Interleukin-6 16slicher Rezeptor, Interleukin 12, ICAM-1,
VCAM-1 und E-Selektin bei HD Patienten signifikant erhoht.
Patienten mit einem hohen Spiegel von ICAM-1 und E-Selektin
hatten eine signifikant kiirzere Uberlebenszeit als
Patienten mit nicht erhohten Serumspiegeln. Des weiteren
korrelierten ICAM-1 und E-Selektin signifikant mit dem
klinischen Risikofaktoren Score.

Mit den hier vorgelegten Ergebnissen konnte gezeigt werden,
dass die oben genannten CAMs mit bekannten Risikofaktoren
des HD korrelieren; die Patienten mit besonders schlechtem
Therapieerfolg wurden Jjedoch erst durch die Beachtung von
erhohten ICAM-1 und E-Selektin Serumwerten erfalt.

Die signifikante Erhohung und Korrelation zur
Uberlebenszeit von ldéslichem E-Selektin im Serum wird hier
erstmals beschrieben. Im Falle der schon bekannten
Signifikanz von sICAM-1 1im Serum, liegen hier erstmals
Uberlebenszahlen filir einen Beobachtungszeitraum von bis zu

6 Jahren vor.

Dies gibt Anlass zu der Vermutung, welches durch die hier
vorgelegten Ergebnisse auch bestatigt wird, dass auch CAMs
eine prognostische Aussage in Bezug auf das
Therapieergebnis bei HD Patienten zulassen. Als Konsequenz
hieraus sollten groRere Patientenpopulationen auf ihren
Serumgehalt von ICAM-1 und E-Selektin untersucht werden, um
diese als unabhdngige Risikofaktoren zu bestatigen. Hierbei
missen gezielt Patienten mit primdr progressivem und
rezidivierendem HD untersucht werden, was nicht Gegenstand
dieser Arbeit war, um Gewissheit =zu haben ob man gerade

diese Patienten mit bisher suboptimalem Therapieerfolg bei
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Erstdiagnose identifizieren kann. Bisherige Studien konnten
hierfiir nur die schon bis Jetzt als Risikofaktoren
bekannten klinischen und laborhistochemischen Daten
einschlieBen (39b,39c,39d).

Bei Bestadtigung der hier vorgelegten Ergebnisse ist zu
Uberlegen ob denjenigen Patienten, welche einen erhohten
CAM Serumwert haben, wegen 1ihrer Dbisher offensichtlich
suboptimalen Therapie eine alternative und vielleicht auch
intensivierte Therapie anzubieten ist.

Weiterhin gelang der ©Nachweis, dass manche CAM auch
zueinander korrelieren. Die positive Korrelation von CAMs
untereinander erscheint plausibel da diese auch funktionell
zusammenhangen und somit auf einen antitumordsen
Entzindungsprozess mit Migration von Leukozyten durch das
vaskulare Endothelium hinweisen bzw. einer Produktion von
EBV infizierten Tumorzellen. Aus welcher Quelle die CAM
auch stammen, die Uberexpression von CAM fihrt
wahrscheinlich zu einer Blockierung der Leukozytenadhdsion
mit einer daraus resultierenden Immunsuppression, da z.B.
bei aus Blut gewonnenem ICAM-1 und VCAM-1 die weiterhin
bestehende Adhédsionsfunktion nachgewiesen wurde (71,82a).
Interessant ist auch das eine Korrelation von CAMs zu
verschiedenen Interleukinen im Serum bei HD Patienten
besteht. Funktionelle Studien auf diesen Gebieten werden
noch Aufschluss hieriiber geben miissen. Das die hier
untersuchten CAMs keine unabhdngigen prognostische Faktoren
seien miissen, =zeigt sich in therapeutischen Studien bei
Mausen, bei denen man sich die Expression von VCAM-1 in HD
Tumorgewebe, mit deren konsekutiven Erhdéhung und Detektion
im Serum, zur Antikorper gesteuerten
TumorgefaBthrombosierung mit erfolgreicher

Tumorwachstumsretardierung zu nutzen machte (65b).
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