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l. Abkurzungsverzeichnis

aGvHD: akute Graft-versus-host disease

aHSZT: allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation
APC: antigenprasentierende Zellen

Bspw.: beispielsweise

Bzw.: beziehungsweise

cGVHD: chronische Graft-versus-host disease
GvHD: Graft-versus-host disease

HSZT: hamatopoetische Stammzelltransplantation
HLA: human leukocyte antigens

IgA: Immunglobulin A

IL6: Interleukin 6

IL8: Interleukin 8

plgR: Polyimmunglobulin-Rezeptor

SC: sekretorische Komponente

SP: Speichelproben

SFR: Speichelflielrate

slgA: sekretorisches Immunglobulin A
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1. Einleitung und Ziel der Dissertation

1.1. Einleitung

Die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation (aHSZT) stellt eine bedeutende The-
rapie bei der Behandlung einer Vielzahl von hamatologischen Erkrankungen dar. Dies umfasst
nicht-maligne, sowie maligne Grunderkrankungen, wie zum Beispiel die akute myeloische Leu-
kamie, die lymphatische Leukadmie und die Knochenmarkinsuffizienz (1). Die haufigste Indika-
tion fur eine allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation ist laut der Europaische Or-
ganisation fur Blut- und Knochenmarktransplantation (EBMT) die akute myeloische Leuk&mie
Q).

In den letzten Jahrzehnten konnte die transplantationsbedingte Mortalitat nach aHSZT dank
fortschreitender medizinischer Erkenntnisse deutlich verringert werden (2, 3). Dennoch sehen
sich Patienten und Arzte nach wie vor mit schweren Komplikationen dieser Therapie, wie In-
fektionen, chemotherapie-induzierten Sch&den und der Entwicklung einer Graft-versus-Host
Disease (GvHD), konfrontiert (4).

Um den Erfolg einer aHSZT vorhersagen zu kdénnen, werden fortlaufend klinisch relevante
Biomarker erforscht. Durch deren Analyse soll es ermdéglicht werden, Risikopatienten zu iden-
tifizieren, Komplikationen friilhestmaoglich zu diagnostizieren, zu behandeln und prognostische
Einschatzungen zu treffen. Ein mehrstufiger Prozess ist notwendig, damit ein Biomarker als
solcher identifiziert, verifiziert und sein standardisierter Einsatz gerechtfertigt werden kann. Am
Anfang dieses Prozesses stehen kleine Studien, die potenzielle Biomarker untersuchen und
die Richtung fur gréRere Studien vorgeben.

Die Rolle von sekretorischem Immunglobulin A (slgA) aus dem Speichel von stammzelltrans-
plantierten Patienten und dessen Zusammenhang mit einer GvHD wurde bereits in einigen
wenigen Studien thematisiert [32, 35, 36]. Dahingegen gibt es kaum Untersuchungen von IL-
6 und IL-8 im Speichel von Patienten nach aHSZT. Als Zytokine spielen sie eine Rolle in der
Pathophysiologie entziindlicher Prozesse und Krankheiten (5, 6). Es gibt Hinweise darauf,
dass proinflammatorische Zytokine, wie IL-6 und IL-8, maR3geblich an der Entstehung einer
GvHD beteiligt sind und als prognostische Biomarker dienen kbénnen (7, 8).
SIgA wird auf den Schleimhauten exprimiert und ist zustandig fir den Schutz des Korpers vor
fremden Pathogenen. Eine Verminderung dieses Immunglobulins ist assoziiert mit respiratori-
schen und gastrointestinalen  Infekten, sowie  Autoimmunerkrankungen  (9).

Speichel ist reich an Informationen Uber lokale und systemische Prozesse im Kérper und leicht
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zugéanglich fur Untersuchungen (10). Aus diesen Griinden ist die Erforschung potenzieller Bi-
omarker im Speichel, die das Outcome nach aHSZT bezuglich GvHD vorhersagen kénnen,

sinnvoll.

In der vorliegenden Promotionsarbeit soll die Veranderung der Konzentrationen des Immuno-
globulins sekretorisches Immunglobulin A (slgA), sowie der Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und
Interleukin-8 (IL-8) im Speichel von Patienten im Verlauf eines Jahres nach aHSZT untersucht

werden.

1.2. Ziele

Hauptfragestellung:

Verandert sich die Konzentration des Immunglobulins sekretorisches Immunglobulin A (slgA)
und der Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8 (IL-8) im Speichel von Patienten inner-

halb eines Jahres nach allogener hdmatopoetischer Stammzelltransplantation?

Nebenfragestellungen:

Besteht ein Zusammenhang zwischen den Konzentrationen des Immunglobulins slgA, der Zy-

tokine IL-6 und IL-8 im Speichel und den Konzentrationen von IgA, IL-6 und IL-8 im Blutserum?

Besteht ein Zusammenhang zwischen den gemessenen Konzentrationen von slgA, IL-6 und

IL-8 im Speichel und dem Schweregrad einer oralen GvHD?



2. Literaturdiskussion

2.1. Allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation

Die hamatopoetische allogene Stammzelltransplantation (aHSZT) ist eine anerkannte Thera-
pie, die darin besteht, funktionell beeintrachtigte oder maligne entartete Blutzellen eines Er-
krankten durch die gesunden Blutstammzellen eines kompatiblen Spenders zu ersetzen (4).
Die transplantierten Blutstammzellen siedeln sich im Knochenmark des Empfangers an, ver-
mehren sich dort und entwickeln sich zu reifen Blutzellen, die in die periphere Blutstrombahn
auswandern. Ist dieser Prozess erfolgreich, entsteht ein neues, funktionsfahiges lympho-héa-
matopoetisches System, welches potenziell die Heilung des Erkrankten bedeuten kann (4).
Dieser Therapie geht eine vorbereitende Behandlung voran, welche Konditionierung genannt
wird. Ziel der Konditionierung ist zum einen die Eliminierung der zugrundeliegenden Erkran-
kung und zum anderen die Suppression des Immunsystems (11). Beide stellen Voraussetzun-
gen fir den Erfolg einer aHSZT dar. Die Konditionierung besteht aus einer Chemo- und/oder
Radiotherapie (11). Neben hochdosierten Konditionierungsregimen, welche myeloablativ ge-
nannt werden, kommen auch weniger intensive, sogenannte nicht-myeloablative Konditionie-
rungsregime zur Anwendung (11). Die Wahl des Konditionierungsschemas und deren Intensi-
tat wird individuell getroffen und ist von Faktoren abhéngig wie der Grunderkrankung des Pa-
tienten, dem Alter, Komorbiditditen und dem Rezidivrisiko (11).

Im Falle einer allogenen hamatopoetischen Stammzelltransplantation erhalt der Patient, an-
ders als bei einer autologen Stammzelltransplantation, die Blutstammzellen von einem Fami-
lien- oder Fremdspender. Die Auswahl des passenden Spenders erfolgt auf Grundlage des
Histokompatibilitaitskomplexes (12). Dieser besteht aus einer Gruppe von Genen, die fir be-
stimmte Proteine, die humanen Leukozytenantigene (HLA), codieren (12). Diese HLA-Proteine
befinden sich auf den Oberflachen von Kérperzellen und haben die Aufgabe, Peptide aus dem
Cytoplasma an T-Zellen zu préasentieren. Je nach HLA-Typ, werden diese von CD8+-T-Zellen
oder CD4+-T-Zellen erkannt (12). Auf diese Weise ist eine Unterscheidung zwischen kdrper-
fremden und korpereigenen Geweben mdoglich. Erkennen die T-Zellen die Antigene als nicht
kompatibel, kann dies zu einer Abstof3ungsreaktion im Korper des Empfangers fuhren (13).
Um solch eine Abstof3ung zu vermeiden, wird vor der allogenen Stammzelltransplantation eine
HLA-Typisierung von Empfanger und Spender durchgefiihrt. Je mehr Ubereinstimmung es
zwischen den HLA-Molekilen von Spender und Empfanger gibt, desto geringer ist das Risiko
fur eine Abstol3ungsreaktion (14).

In manchen Fallen wird der Mechanismus der AbstoRung ausgenutzt, um verbliebene maligne

Zellen im Patienten durch die T-Zellen des Spenders zu eliminieren. Dieser Effekt wird Graft-
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versus-Leukemia-Effekt genannt (GvL) (15). Bei der Optimierung des Stammzelltransplantats
muss die HLA-Ubereinstimmung zwischen Spender und Empfanger und die Konditionierungs-
intensitat berlcksichtigt werden. Ziel ist es das Stammzelltransplantat so zu konstruieren, dass
die T-Zellen einen GvL-Effekt ausiiben kdnnen bei minimalem Risiko fur eine Graft-versus-
host disease (GvHD) (15).

Auch bei hoher Kompatibilitdt zwischen Spender und Empfanger, kommt es nach aHSZT h&u-
fig zu Komplikationen. Die frihesten stellen sich als Nebenwirkungen der Chemo- und/oder
Radiotherapie dar und beinhalten Infektionen, gastrointestinale Beschwerden, Organdysfunk-
tionen und Panzytopenien (4). Im weiteren Verlauf nach aHSZT kann es zu AbstoRungsreak-
tionen in Form einer akuten oder chronischen Graft-versus-host disease kommen, sowie In-
fektionen mit Bakterien, Viren oder Pilzen (4). Neben diesen Komplikationen besteht aul3er-

dem immer das Risiko, ein Rezidiv der Grunderkrankung zu erleiden (4).

2.1.1. Graft-versus-host disease (GvHD)

In der Zeit unmittelbar nach der aHSZT kann sich eine akute Graft-versus-host disease
(aGvHD) entwickeln. Diese Erkrankung findet sich ausschlie3lich bei der allogenen Stamm-
zelltransplantation und kann als klassische aGvHD, late-onset aGvHD, und zusammen mit
einer chronischen GvHD als Overlap-Syndrom auftreten (16). Die T-Zellen des Blutstammzel-
len-Spenders erkennen das Gewebe des Empfangers als fremdartig an und lésen eine Im-
munreaktion aus, welche zur Erkrankung des Patienten fiihrt (17). Pathophysiologisch kann
dies in drei Stufen eingeteilt werden: durch die Konditionierungstherapie kommt es zunachst
zu Gewebeverletzungen im Korper des Empfangers, wodurch proinflammatorische Zytokine,
wie Interleukin-1, IL-6 und Tumornekrosefaktor, ausgeschiittet werden. Diese Zytokine akti-
vieren wiederum antigenprasentierende Zellen (APC). Anschlieend aktivieren diese APCs
die T-Zellen des Spenders. Im letzten Schritt kommt es durch zellulare und inflammatorische
Prozesse zur Schadigung unterschiedlicher Organe (18). Betroffen sind hierbei meist der
Gastrointestinaltrakt, die Haut und die Leber (19). Die Haut ist das am haufigsten betroffene
Organ und bildet ein charakteristisches juckendes makulopapuléses Exanthem aus, welches
den gesamten Korper befallen kann (20). In schweren Fallen kann es zu Blasenbildung und
starken Schmerzen auf der Haut kommen (20). Gastrointestinale Symptome umfassen Durch-
fall, Ubelkeit, Erbrechen, Anorexie und Bauchschmerzen (20). Anzeichen fir eine Beteiligung

der Leber sind die Entwicklung eines Ikterus, eine Erhéhung der alkalischen Phosphatase und
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von Bilirubin im Blut (20).

Um das Auftreten einer GvHD zu verhindern, wird den Patienten Ublicherweise eine Prophy-
laxe verabreicht, die in die Aktivierung der Spender-T-Zellen eingreift. In den meisten Fallen
besteht sie aus einer Kombination von Calcineurin-Inhibitoren wie Cyclosporin A oder Ta-
crolimus mit Methotrexat oder Mycophenolat Mofetil (21). Die Dauer und Intensitat der GvHD-
Prophylaxe wird individuell fur jeden Patienten entschieden und beriicksichtigt Faktoren wie
den Remissionsstatus, das Alter des Patienten und den Grad an HLA-Kompatibilitat zwischen

Spender und Empfanger (21).

Im spateren Verlauf nach allogener Stammzelltransplantation besteht das Risiko einer chroni-
schen Graft-versus-host disease (cGvHD) (22). Etwa 50% der Patienten erleiden diese Kom-
plikation nach aHSZT (21). Die akute GvHD stellt einen Risikofaktor fur die Entwicklung einer
chronischen GvHD dar. Pathophysiologisch beruht die cGvHD vor allem auf gestorten Tole-
ranzmechanismen (21). Es kdnnen eine Reihe von Organen betroffen sein, darunter die Haut,
die Mundschleimhaut, die Leber, der Gastrointestinaltrakt und die Speichel- und Tréanendrisen
(22). Die Symptome der cGvHD &hneln denen von verschiedensten Autoimmunerkrankungen
und anderen immunologischen Erkrankungen, wie dem Sjégren Syndrom oder der priméaren
biliaren Cholangitis (16).

2.1.2. Orale GvHD und Schubert Skala

Die Mundschleimhaut ist eine der am haufigsten betroffenen Organe der GvHD (21, 23). So-
wohl bei der akuten als auch bei der chronischen GvHD kdnnen eine Mukositis, Gingivitis,
Schmerzen und Erytheme auftreten (16). Typische Merkmale fur die cGvHD sind lichenoide
Veranderungen, Leukoplakien und sklerotische Verédnderungen, die zu einer Einschrankung
der Mundéffnung und der oralen Einfuhr fihren kénnen (16). Des Weiteren kann es zur Xe-
rostomie, zu Mukozelen, Atrophien und Ulzerationen kommen (16).

Die Schubert-Skala dient der Bestimmung des Schweregrades einer oralen GvHD (0GvHD).
Die Mundschleimhaut des Patienten wird hierbei auf typische Veradnderungen durch eine
GvHD untersucht: Erytheme, lichenoide Veranderungen, Ulzerationen und Mukozelen (24). Es
erfolgt eine Einteilung in ,keine®, ,mild“, ,moderat® oder ,schwer®, je nach Auspragung des

Krankheitsbildes (24). Jedem Schweregrad wird ein Punktwert zugeteilt. Je hoher der



Schweregrad der oralen GvHD, desto mehr Punkte werden auf der Punktebewertung von O-
15 Punkten erreicht (siehe Tabelle 1).

Mundschleimhautveran- keine mild mode- schwer
derung rat
Erytheme keine | 0 | <25% 1 Eei?rf:tes 2 Starkes | 3
rythem
> 25 % Egstg}em
oder star- 0
kes
Erythem
<25 %
Lichenoide Veranderun- keine | 0| 25-50% 1 25-50% | 2 >50% 3
gen
Ulzerationen keine | 0 | keine 0 <20% 3 >20% 6
Mukozelen keine |0 ]| 1-5 1 6-10 2 >10 3

Tabelle 1: Schubert-Skala zur Einteilung einer oralen GvHD

2.2. Biomarker fir die allogene hamatopoetische Stammzelltransplanta-

tion

Biomarker sind biologische Beobachtungen, beispielsweise Messungen, die einen Indikator
fur normale biologische oder pathologische Prozesse, sowie therapeutische Interventionen
darstellen (25). Sie werden fir viele Zwecke eingesetzt, unter anderem fir die Diagnose oder
Verlaufsbeobachtung von Krankheiten, Uberwachung von Medikamentenwirkungen oder zur
prognostischen Beurteilung (25). Fir Krankheiten relevante Biomarker zeichnen sich dadurch
aus, dass sie in die Pathophysiologie der betreffenden Prozesse involviert sind (25). Anforde-
rungen an Biomarker sind unter anderem ihre Spezifitat fir die Krankheit, eine nicht-invasive
Testung, Genauigkeit, Reproduzierbarkeit und Schnelligkeit. Oft ist ein einzelner Biomarker
nicht ausreichend, um eine verlassliche Aussage iber den Status einer Erkrankung oder deren
Verlauf treffen zu kdnnen. Ist dies der Fall, missen mehrere unterschiedliche Biomarker her-

angezogen werden (25).

Es werden fortlaufend Biomarker erforscht, mit deren Hilfe Vorhersagen tiber den Verlauf einer
aHSZT gemacht werden kdnnen. Mit aussagekraftigen Biomarkern kénnen Patienten, die ein
hohes Risiko fir Komplikationen besitzen, identifiziert und ihre Prognose beurteilt werden (26).

Biomarker kénnen dabei helfen, Komplikationen einer aHSZT noch vor deren Auftreten zu
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erkennen und wegweisend in deren Therapie sein. Das Ziel der Erforschung von geeigneten

Biomarkern ist demnach, die Mortalitdts- und Morbiditatsrate nach aHSZT zu senken (26).

Neben dem Risiko ein Rezidiv zu entwickeln, stehen nach aHSZT vor allem die akute und
chronische GvHD sowie Infektionen als Komplikationen im Vordergrund (27). Vor allem fur die
GvHD, die meist nur anhand von klinischen Symptomen und Biopsien diagnostiziert wird, sind
Biomarker von Bedeutung. Fur die GvHD konnte inzwischen eine Vielzahl an Biomarkern im
Blut identifiziert werden, darunter MicroRNAs, zellulare Biomarker und Proteine (28, 29).
MicroRNAs (MiRs) kdnnen verschiedene proinflammatorische Zielgene regulieren und sind im
Blutserum messbar. In Studien konnte gezeigt werden, dass vor allem die MiRs miR-155 und
miR-146a mit dem Risiko fur die Entstehung einer aGvHD korrelieren (30, 31). Bestimmte
regulatorische T-Zellen (Tregs) konnten als diagnostische und pradiktive zellulare Biomarker
fur eine GvHD identifiziert werden. Patienten, die wenige Tregs im Blut aufwiesen, entwickel-
ten eher eine aGvHD als jene mit mehr Tregs im Blut (32-34).
Proteine, die als Biomarker fiir eine GvHD verifiziert wurden, umfassen unter anderem Elafin,
Hepatozyten-Wachstumsfaktor und REG3a (28).

Speichel bietet als diagnostisches Medium einige Vorteile gegentber Blut- oder Urinproben
und hat in den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen. Speichelprobenentnahmen sind kos-
tenglnstig und einfach durchzufiihren. Sie stellen eine nicht-invasive Methode dar, um Bio-
marker zu untersuchen und sind mit wenig Stress flr Patienten und Personal verbunden. Dies
erlaubt mehrfache Entnahmen bei schwer kranken oder beeintrachtigen Patienten, ohne diese
zu gefahrden (35).

Speichel enthélt eine Vielzahl an diagnostisch relevanten Bestandteilen, wie Hormone, Anti-
korper, Zytokine, Chemokine, Proteine und Nukleinsauren. Diese stammen lokal aus den Spei-
cheldriisen sowie aus dem systemischen Kreislauf (36). Die Zusammensetzung des Speichels
ist interindividuell unterschiedlich und wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst. Neben
Alter, Geschlecht, zirkadianem Rhythmus und Blutperfusion, kbnnen auch Medikamente die
Speichelzusammensetzung verandern (37). Auch durch Erkrankungen kann der Speichel in
seiner Menge und in seiner Zusammensetzung veréndert sein. Die Testung von Speichelpro-
ben erlaubt demnach Rickschlisse auf lokale sowie auf systemische Prozesse (36). Speichel
kann als Gesamtspeichel entnommen werden oder aus einzelnen Speicheldriisen. Gesamt-
speichel enthalt Speichel aus den kleinen und gro3en Speicheldriisen sowie orale Epithelzel-
len, Leukozyten, Mikroorganismen und Flissigkeit aus dem gingivalen Sulkus (38). Aufgrund

seiner nicht-exokrinen Komponenten eignet sich Gesamtspeichel vor allem zur Gewinnung
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von Informationen aus dem systemischen Kreislauf (38).

Es existieren verschiedene Methoden zur Speichelprobengewinnung. Bei der passiven Drai-
nage und der Spuckmethode wird der Speichel in einem dafiir geeigneten Behdlter aufgefan-
gen. Der Speichel kann allerdings auch durch Aspiration oder Drainage der Speicheldrisen-
Ausgénge gewonnen werden. Eine weitere Methode ist die Absorption des Speichels durch
Wattebausche oder &hnliche Materialien (39). Speichelproben kénnen stimuliert oder unstimu-
liert entnommen werden. Die Exkretion von stimuliertem Speichel wird durch gustatorische,

mastikatorische, pharmakologische oder mechanische Reizung herbeigefihrt (37).

Die Analyse von Speichelproben findet bereits in einigen Bereichen Anwendung. Die Messung
von Cortisol oder Melatonin im Speichel und deren zirkadianem Verlauf dient beispielsweise
der Diagnose von zirkadianen Stérungen und hormonellen Erkrankungen (38). In der Zahn-
medizin wird die Speicheldiagnostik zur Erfassung von oralen Erkrankungen, wie Karies, Pa-
radontitis oder oraler Candidiasis verwendet (10, 38). Auch bei der Krebsdiagnostik spielt die
Untersuchung von Speichel eine Rolle. Es konnten bereits einige Biomarker fiir verschiedene
Krebsarten im Speichel identifiziert werden. Diese umfassen unter anderem Mammakarzi-
nome, Eierstockkrebs, Speicheldrisenkrebs und Bauchspeicheldriisenkrebs (40). Die Unter-
suchung von Speichel fur die Diagnostik von oralen Tumoren ist deshalb von besonderem
Interesse, da die Speichelfissigkeit in direktem Kontakt mit den Tumorzellen steht. Das Plat-
tenepithelkarzinom stellt die haufigste Form von malignen Tumoren im Mundraum dar und
weist nach wie vor eine hohe Mortalitatsrate auf (40, 41). Inzwischen konnten Biomarker fur
das orale Plattenepithelkarzinom im Speichel unter anderem in Form von Proteinen, DNA,
RNA und mikroRNAs identifiziert werden (40, 42).

Des Weiteren konnen durch die Speichelanalyse Biomarker fir die Diagnostik von Autoim-
munerkrankungen bestimmt werden. Wie bereits beschrieben, &hnelt die Symptomatik der
cGVvHD verschiedenen Autoimmunerkrankungen, wie beispielsweise dem Sjogren’s Syndrom
(16). Die Konzentrationen der Interleukine IL-6 und IL-2 sind im Speichel erhéht bei einer Er-
krankung mit dem Sjogren’s Syndrom, wahrend die slgA-Konzentration im Speichel erniedrigt
ist (10).

Die Erforschung von Biomarkern fur eine orale GvHD im Speichel von Patienten ist nahelie-
gend, da auch bei dieser Erkrankung der Speichel in direkter Interaktion mit dem betroffenen

Gewebe steht. Zudem bestehen Parallelen in der Symptomatik zwischen einer GvHD und



bestimmten Autoimmunerkrankungen, wie dem Sjogren’s Syndrom, fur die bereits Biomarker

im Speichel identifiziert werden konnten (10).

2.2.1. Immunglobulin A

Die Immunglobuline A (IgA) bilden eine Klasse von Antikdrpern, die sowohl im Blutserum als
auch an den Schleimhauten des Gastrointestinaltraktes, des Respirationstraktes und des Uro-
genitaltraktes zu finden sind (43). IgA wird von Plasmazellen im Knochenmark und von B-
Zellen des lymphatischen Gewebes produziert (44). Es wird beim Menschen weiter in die Sub-
klassen IgA1 und IgA2 unterteilt (43). Zudem wird zwischen Serum-IgA (IgA) und sekretori-
schem IgA (slgA) unterschieden. SIgA befindet sich in Kdrpersekreten wie dem Speichel, der
Muttermilch und der Tranenflussigkeit. IgA findet sich dagegen im Blutserum (43). Die Syn-
these von sIgA in den Korpersekreten findet unabhéngig von der IgA-Synthese im Blut statt.
Wahrend IgA in Plasmazellen des lymphatischen Gewebes produziert wird, findet die Syn-
these von sIgA in lokalen Plasmazellen von Speichel-, Tranen-, Brust- und intestinalen Driisen
statt (45).

Das IgA-Monomer hat einen fur Immunglobuline typischen Y-féormigen Aufbau aus zwei iden-
tischen schweren Ketten und zwei identischen leichten Ketten. Diese Struktur kann in zwei
Fab-Fragmente und ein Fc-Fragment unterteilt werden. Die Ketten, sowohl leichte als auch
schwere, besitzen jeweils eine variable und eine konstante Domane. Die Fab-Fragmente des
Immunglobulins sind fiir die Antigenbindung zustéandig, wahrend das gelenkartig verbundene
Fc-Fragment eine Effektorfunktion Gbernimmt (43).

Serum-IgA kommt als Monomer vor, wahrend man sekretorisches IgA als Polymer, hauptsach-
lich als Dimer, vorfindet (43). Die Verbindung der Monomere zu einem Dimer erfolgt Uber ein
Polypeptid, die sogenannte J-Kette. Zuséatzlich besitzt das sIgA eine sekretorische Kompo-
nente (SC). Diese Komponente entstammt dem Polyimmunglobulin-Rezeptor (pIgR), der fir
den Transport von sIgA in die Korpersekrete verantwortlich ist. Der plgR befindet sich in der
basolateralen Wand von Epithelzellen an Schleimh&uten und bindet das polymere IgA. Durch
Transzytose wandert der plgR-IgA-Komplex durch die Zelle an deren apikale Wand, wird dort
gespalten und als slgA freigesetzt (43).

An Schleimhauten sezerniert, besitzt sIgA als vorherrschendes Immunglobulin die Aufgabe,
Pathogene zu binden und diese zu eliminieren (43). So spielt es unter anderem eine Rolle bei
der Entwicklung von Neugeborenen, die Uber die Muttermilch slgA aufnehmen und somit

Schutz gegen Bakterien und Viren adaptieren (46). Die Antikorper kénnen, von der Mutter
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Ubertragen, Infektionen im Gastrointestinal- und im Respirationstrakt des Neugeborenen ver-
hindern, indem sie die Adhasion und Penetration von Pathogenen an der Schleimhaut blockie-
ren (46). Weitere Funktionen von sIgA sind die Neutralisation von Pathogenen, das Aufrecht-

erhalten der bakteriellen Homdostase und die Sekretion von Antigenen (47).

Zu slgA bei hamatopoetischer Stammzelltransplantation (HSZT) sind unterschiedliche Werte
veroffentlicht. Bisherige Studien, die slgA im Speichel von Patienten vor und bis zu 1 Jahr nach
der Stammzelltransplantation untersucht haben, konnten einen Konzentrationsabfall dieses
Immunglobulins feststellen (48-50). Gebri et al. untersuchten den unstimulierten Gesamtspei-
chel von 8 Patienten vor autologer HSZT, am Tag der HSZT, 7 Tage und 14 Tage nach der
HSZT (48). Imanguli et al. untersuchten den stimulierten Speichel der grof3en Speicheldriisen
von 41 Patienten vor aHSZT, einen Monat, 2 Monate und 6 Monate nach aHSZT (49). Dens
et al. untersuchten 42 Patienten, die eine autologe oder eine allogene HSZT erhielten und
entnahmen stimulierte Gesamtspeichelproben einen Monat vor HSZT, zum Zeitpunkt der
HSZT, einen Monat und zwei Monate nach der HSZT (50). In einer Studie von Steinbrenner
et al. wurde der unstimulierte Gesamtspeichel von 35 jungen Patienten (3-27 Jahre) nach au-
tologer oder allogener HSZT im monatlichen Abstand bis hin zu 18 Monate nach der HSZT
untersucht (51). In den aufgefiihrten Studien konnte ein Abfall der sigA-Konzentration im Spei-
chel der Patienten nach HSZT nachgewiesen werden.

Andererseits gibt es auch Studien, die keine Veranderung von sIgA im Speichel bei Patienten
nach HSZT nachweisen konnten (52). In einer Studie von Nagler et al. mit 30 Patienten, die
eine autologe oder allogene HSZT erhielten, wurde der unstimulierte Gesamtspeichel unter-
sucht. Die Speichelprobenentnahmen fanden vor HSZT, am Tag der HSZT, am Tag des En-
graftments, 1 Monat nach HSZT und jeden Monat fir 3-7 Monate nach HSZT statt (52). In
diesem Zeitraum konnte keine Veranderung der slgA-Konzentration im Speichel der Patienten
beobachtet werden (52).

Weitere Studien untersuchten den Zusammenhang zwischen der slgA-Konzentration im Spei-
chel von Patienten nach HSZT und dem Vorliegen einer GvHD. Es konnte mehrfach eine Ver-
minderung der slgA-Konzentration im Speichel beim Vorliegen einer GvHD nachgewiesen
werden (49, 53, 54). lzutsu et al. untersuchten den stimulierten Gesamtspeichel von 12 Pati-
enten nach aHSZT, die eine cGvHD entwickelten und von 10 Patienten, die eine allogene oder
syngene HSZT erhielten und keine GvHD entwickelten (55). Die Speichelprobenentnahmen
fanden 100 Tage und 365 Tage nach HSZT statt. Es konnte eine verminderte slgA-Konzent-

ration im Speichel der Patienten mit einer cGvHD nachgewiesen werden im Vergleich zur
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Patientengruppe ohne GvHD. In einer weiteren Studie von lzutsu et al. zwei Jahre spater wur-
den 114 Patienten nach aHSZT, 3 Patienten nach autologer HSZT und 3 Patienten nach
syngener HSZT 90 Tage und ein Jahr nach HSZT untersucht (54). Diesmal untersuchten sie
den stimulierten Speichel der Labial-Speicheldrisen. Sie fanden erneut eine verminderte slgA-
Konzentration im Speichel der Patienten mit GvHD, sowie eine negative Korrelation zwischen
der slgA-Konzentration im Speichel und der Auspragung einer GvHD (54). Imanguli et al. konn-
ten bei 41 Patienten 6 Monate nach aHSZT eine Korrelation zwischen einer verminderten slgA-

Konzentration im Speichel und dem Vorliegen einer aGvHD feststellen (49).

In der Promotionsarbeit von Fischer, in der das IgA im Blutserum von Patienten nach aHSZT
untersucht wurde, konnte ein Abfall dieses Immunglobulins nach aHSZT beobachtet werden
(56). Abedi et al. berichten in einer Studie von &hnlichen Ergebnissen (57). Sie entnahmen
Blutproben von 134 stammzelltransplantierten Patienten 3, 6, 12 und 24 Monate nach alloge-
ner oder syngener HSZT. Es war eine Verminderung der IgA-Konzentration 3 und 6 Monate
nach HSZT zu beobachten und daraufhin ein signifikanter Anstieg der IgA-Konzentration nach
einem Jahr. Zudem konnte eine Korrelation zwischen erniedrigten IgA-Blutserumwerten und
der Auspragung einer GvHD festgestellt werden (57).

Abrahamsen et al. konnten in einer Studie an 47 Patienten ebenfalls eine Verminderung der
IgA-Konzentration im Blut nach HSZT bei Vorliegen einer GvHD feststellen (58). Sie entnah-
men Proben 3, 6, 9 und 12 Monate nach HSZT und verglichen die IgA-Konzentrationen im Blut
von Patienten mit GvHD mit der IgA-Konzentration im Blut von Patienten, die keine oder nur
eine sehr milde GvHD entwickelten. Fir alle vier Untersuchungszeitpunkte konnte eine signi-
fikant niedrigere IgA-Konzentration im Blut von Patienten mit GvHD beobachtet werden, im
Vergleich zu Patienten, die keine, oder eine sehr milde Form der GvHD entwickelten (p<0.02)
(58).

Eine Ubersicht tiber die Studien zu sIgA im Speichel befindet sich auf der folgenden Seite in

tabellarischer Auflistung (siehe Tabelle 2).
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Autor, Jahr Patienten- Art der HSZT Untersuchungszeitpunkte Art des Spei- Ergebnisse
anzahl chels
Izutsu [1983] 22 Allogen, syngen | 100 Tage, 365 Tage nach HSZT Stimulierter Ge- | slgA | bei Pat. mit GvHD
samtspeichel
Izutsu [1985] 120 Allogen, auto- 90 Tage, 365 Tage nach HSZT Stimulierter La- slgA | bei Pat. mit GvHD
log, syngen bialdrisen-Spei-
chel
Dens [1996] 42 Allogen, autolog | Ab 1 Monat vor HSZT monatlich Stimulierter Ge- Vor HSZT slgA in allen Proben detektierbar
bis 3 Monate nach HSZT samtspeichel
Nach HSZT in 29% der Proben kein slgA mehr detektier-
bar und Verringerung der slgA-Konzentration um 87%
4 Monate nach HSZT immer noch sIgA Reduktion von
82% im Vergleich zu vor der HSZT
Kein Unterschied zwischen Pat. mit/ohne GvHD
Steinbrenner 35 Allogen, autolog | Nach HSZT im monatlichen Ab- Unstimulierter slgA | nach HSZT
[2005] stand bis hin zu 18 Monate nach Gesamtspeichel
HSZT Tiefpunkt nach 3 und 4 Monaten nach HSZT
2/3 der Pat. hatten Erholung der slgA Konzen-tration 1
Jahr nach HSZT
Nagler [2006] 30 Allogen, autolog | Vor HSZT, am Tag der HSZT, am Unstimulierter slgA-Konz. hat sich nicht verandert
Tag des Engraftments, 1 Monat Gesamtspeichel
nach HSZT, monatlich bis 3-7 Mo-
nate nach HSZT
Imanguli [2007] 41 allogen Vor aHSZT, 1, 2 und 6 Monate Stimulierter slgA | 1 Monat nach HSZT
nach aHSZT Speichel der gr.
Speicheldriisen Anstieg des slgA nach 6 Monaten (bis auf Pre-transplan-
tations-Level)
Korrelation zw. aGvHD und |sIgA nach 6 Monaten
Gebri [2020] 8 autolog 10 Tage vor HSZT, Tag 0, Tag 7 Unstimulierter slgA | nach HSZT und im Vergleich zu vor HSZT und im

und Tag 14 nach HSZT

Gesamtspeichel

Vergleich zu Kontrollen

Tabelle 2: Studien zu sIgA im Speichel nach HSZT
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2.2.2. Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) ist ein Zytokin mit einem breiten Spektrum an biologischen Aktivitaten. Es
kann von einer Vielzahl von Zellen produziert werden, darunter Epithelzellen, Muskelzellen,
mononukleare Phagozyten, Makrophagen und Lymphozyten (59). Dies geschieht hauptsach-
lich nach Stimulation dieser Zellen durch eine Infektion oder eine Verletzung (59). Zytokine
regulieren im Allgemeinen die lokale und systemische Immunabwehr, indem sie Gber Oberfla-
chenrezeptoren auf Immunzellen wirken. Die Funktion von IL-6 besteht unter anderem aus der
Stimulation von Endothelzellen, T- und B-Lymphozyten und der Aktivierung der Synthese von
Akute-Phase-Proteine in der Leber (59). IL-6 kann tUber den membrangebundenen IL-6-Re-
zeptor (IL-6R) den klassischen Signalweg aktivieren und somit antiinflammatorisch wirken
(60). Auf Zellen, die keinen IL-6-Rezeptor exprimieren, wirkt IL-6 tber den l6slichen IL-6-Re-
zeptor (slL-6R), der zusammen mit dem Membranprotein gp130 einen Komplex auf Zellober-
flachen bildet (60). Dieser Signalweg, genannt trans-signalling, ist verantwortlich fiir die proin-
flammatorischen, also die entzindungdférdernden Eigenschaften von IL-6 (60).
Des Weiteren spielt IL-6 eine Rolle bei der Krebsentstehung. Es reguliert nahezu alle Aspekte
von Krebs, wie beispielsweise die Inhibition der Apoptose und die Proliferation von Tumorzel-
len (61). IL-6 ist einer der am starksten exprimierten Entzindungsmarker in der Tumorregion
(61). Hohe Konzentrationen dieses Zytokins konnten mit einer Reihe von verschieden Krebs-
arten in Verbindung gebracht werden, darunter Darm- und Leberkrebs (62). Auch bei verschie-
denen Leukamieformen, besonders der AML, konnte eine erhéhte Produktion von IL-6 nach-

gewiesen werden (63).

Die Rolle von IL-6 bei der Entstehung einer GvHD ist bisher nicht endgtiltig gekléart. Die Kon-
ditionierung vor aHSZT verursacht Gewebeschaden mit einem Anstieg von proinflammatori-
schen Zytokinen, wie IL-6, TNFa und IL-1a im Blut (64). Diese sind im weiteren Verlauf fur die
Aktivierung von Spender-T-Zellen verantwortlich. IL-6 bewirkt in Anwesenheit des Transfor-
mierenden Wachstumsfaktors beta (TGF-R) die Differenzierung von naiven T-Zellen zu Th17-
Zellen, welche autoimmune Gewebeschaden verursachen (65, 66). Ohne IL-6 kommt es zur
Differenzierung der naiven T-Zellen zu regulatorischen T-Zellen (Treg), welche fur die Regu-
lierung der Selbsttoleranz des Immunsystems verantwortlich sind und so die Entstehung von
Autoimmunerkrankungen verhindern (67).

Es gibt mehrere Studien, die einen Zusammenhang zwischen erhohten IL-6-Konzentrationen

im Blut und dem Vorkommen einer GvHD feststellen konnten (68-70). Ebenso konnte in
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Studien gezeigt werden, dass der Einsatz des humanisierten IL-6R-AntikOrpers Tocilizumab

womdglich zu einem verminderten Auftreten einer GvHD fuhrt (71, 72).

Die Studienlage zur IL-6-Konzentration im Speichel von Patienten nach aHSZT ist dirftig. Es
gibt zwei Studien, die IL-6 im Speichel von Patienten nach HSZT in einem kurzen Zeitraum
untersuchten, um dieses mit dem Vorkommen einer oralen Mukositis in Verbindung zu brin-
gen. Aufgrund der kurzen Untersuchungszeitrdume und der Fragestellungen nach einer oralen
Mukositis, sind diese Studien jedoch nur bedingt mit der vorliegenden Studie vergleichbar.
Pereira et al. untersuchten 82 Patienten, die eine autologe oder allogene HSZT erhielten, zu
4 Zeitpunkten (73). Es wurden Speichelproben am Tag der Aufnahme, nach HSZT, 12-20 Tage
nach der Konditionierung und am Tag der Entlassung entnommen und die IL-6-Konzentration
mittels ELISA gemessen. In diesem Zeitraum konnte keine signifikante Veranderung der IL-6-
Konzentration im Speichel der Patienten festgestellt werden (p=0,245) (73). Silva et al. unter-
suchten 30 Patienten mit autologer oder allogener HSZT, um den Effekt einer Lasertherapie
auf die orale Mukositis von Patienten nach Konditionierung zu testen (74). Zu diesem Zweck
wurden die Patienten in zwei Gruppen eingeteilt: Patienten mit Lasertherapie und eine Kon-
trollgruppe ohne Lasertherapie. Es wurden Speichelproben enthommen und die Konzentrati-
onen der enthaltenen Entziindungsmediatoren mittels ELISA gemessen. Die Entnahmen fan-
den zu 5 Zeitpunkten statt: Am Tag der Patientenaufnahme, 1 Tag vor HSZT, Tag 3 und 7
nach HSZT und am Tag des Engraftments. Es konnte beobachtet werden, dass die IL-6-Kon-
zentration im Speichel bis zu Tag 7 nach HSZT anstieg und bis zum Tag des Engraftments
wieder abfiel. Dieser Verlauf folgte dem Verlauf der Auspragung der oralen Mukositis. Es
konnte kein signifikanter Unterschied der IL-6-Konzentrationen zwischen der laserbehandelten

Gruppe und der Kontrollgruppe festgestellt werden (p > 0,05) (74).

Nur eine Studie untersuchte die Korrelation zwischen der IL-6-Konzentration im Speichel von
Patienten und dem Schweregrad einer oralen GvHD (75). Fall-Dickson et al. untersuchten 42
Patienten, die eine orale GvHD nach HSZT entwickelten zu einem Zeitpunkt. Die IL-6-Kon-
zentration im stimulierten Speichel der Patienten zeigte eine Korrelation mit der Auspragung
einer oralen GvHD (r= 0,49; p<0.01).

Eine Ubersicht (iber die Studien zu IL-6 im Speichel befindet sich auf der folgenden Seite in

tabellarischer Auflistung (siehe Tabelle 3).
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Autor, Patien- | Art der Untersuchungszeit- Art des Spei- | Ergebnisse
Jahr tenanz- | HSZT punkte chels
ahl
Pereira, 82 Autolog, Bei Patientenauf- Stimulierter Kein signifikanter Unter-
2018 allogen nahme, am Tag der Gesamtspei- schied der IL-6-Konzentration
HSZT, 12 und 20 Tage | chel zwischen den vier Untersu-
nach Beginn der Kondi- chungszeitpunkten
tionierung, bei Patien-
tenentlassung
Silva, 30 Autolog, Bei Patientenauf- Unstimulierter | IL-6-Konzentration stieg von
2014 allogen nahme, einen Tag vor | Gesamtspei- Patientenaufnahme bis zu
HSZT, 3 Tage nach chel Tag 7 nach HSZT an;
HSZT, 7 Tage nach Abnahme der IL-6-Konzent-
HSZT, am Tag des En- ration am Tag des Engraft-
graftments ments;
keine signifikanten Unter-
Pat. mit und ohne La- schiede zw. Pat. mit und
sertherapie ohne Lasertherapie
IL-6-Konzentration folgte dem
Verlauf der Chemotherapie
induzierten oralen Mukositis
Fall- 42 Allogen Zu nur einem Zeitpunkt | Stimuliert, Pat. mit cGvHD hatten signifi-
Dickson, nach HSZT submandibuld- | kant hohere IL-6-Konzentrati-
2010 rer/sublingua- | onen im Vergleich zu Kon-

ler Speichel

trollgruppe

IL-6-Konzentration korrelierte
positiv mit Vorkommen eines
Erythems + oraler Mukositis

Tabelle 3: Studien zu IL-6 im Speichel nach HSZT

2.2.3. Interleukin-8

Interleukin-8 (IL-8), auch CXCL8 genannt, ist ein proinflammatorisches Chemokin und als sol-

ches zustandig fur die Chemotaxis von Neutrophilen und anderen Leukozyten am Infektions-

ort. IL-8 wird von einer Vielzahl von Zellen gebildet, hauptsachlich von Monozyten und Makro-

phagen (76). Der Stimulus zur Freisetzung wird durch andere proinflammatorische Zytokine,

wie Tumornekrosefaktor (TNF) oder Interleukin-1 (IL-1), durch Lipopolysaccharide oder Bak-

terien gegeben (77). IL-8 wirkt Uber die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren CXCR1 und

CXCR2, welche wiederum eine Signaltransduktionskaskade auslésen. CXCR1 und CXCR2
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werden auf Neutrophilen, Monozyten, CD8+-T-Zellen, Mastzellen und weiteren Leukozyten

exprimiert (78).

Neben seiner Fahigkeit Neutrophile zu rekrutieren, besitzt IL-8 auRerdem pro-angiogenetische
Effekte (79, 80). IL-8 kann von Tumorzellen freigesetzt werden und deren Progression und
Metastasierung fordern (81). Die Expression von IL-8 konnte auch auf Leukéamieblasten nach-
gewiesen werden (82).

Ein Anstieg der IL-8-Konzentration im Blut von Patienten nach aHSZT konnte mit einer erhdh-
ten Mortalitat in Verbindung gebracht werden (83). Die gemeinsame Messung von IL-8, Inter-
leukin-2-Rezeptor alpha (IL-2Ra), TNF-Rezeptor 1 (TNFR1) und Hepatozyten-Wachstumsfak-
tor (HGF) im Blut kann Studien zufolge Patienten mit GvHD identifizieren und deren Anspre-
chen auf eine GvHD-Therapie vorhersagen (8, 84). Des Weiteren konnte ein Anstieg der IL-8-
Konzentration im Blut von Patienten beobachten werden, die nach HSZT eine Lebervenenver-
schlusskrankheit (VOD) entwickelten (85, 86).

Es konnte nur eine Studie gefunden werden, die IL-8 im Speichel von stammzelltransplantier-
ten Patienten untersuchte (87). In dieser Studie wurde der Fragestellung nachgegangen, wie
sich IL-8 im Speichel derjenigen Patienten verandert, die eine Lasertherapie zur Behandlung
einer chemotherapie-induzierten oralen Mukositis erhielten. Der Untersuchungszeitraum um-
fasste den Tag der Patientenaufnahme bis hin zum Tag der Patientenentlassung (87). Zu die-
sem Zweck teilten sie 51 Patienten in zwei Gruppen ein, von denen eine Gruppe eine La-
sertherapie erhielt und die andere die Kontrollgruppe darstellte. Sie entnahmen Speichelpro-
ben am Tag der Aufnahme, 7 Tage nach der HSZT und am Tag der Entlassung. Bei den
Patienten, die eine Lasertherapie erhielten, konnte eine signifikante Reduktion der IL8-Kon-
zentration und eine Reduktion der Auspragung der oralen Mukositis beobachtet werden. Sal-
vador et al. stellten die Hypothese auf, dass es durch die Lasertherapie zu einer Reduktion an
IL-8 kommt, welche wiederum zu weniger Chemotaxis von Entziindungszellen und somit zu
einer verminderten Auspragung der oralen Mukositis flihrt. Wahrenddessen zeigt sich ein deut-
licher Anstieg der IL8-Konzentration bei Patienten der Kontrollgruppe, die eine orale Mukositis

entwickelten und keine Lasertherapie erhielten (87).

In der Promotionsarbeit von Fischer konnte bis auf einen Abfall des IL-8-Spiegels zwischen
Tag 200 und Tag 365 nach aHSZT keine Verénderung des IL-8-Spiegels im Blutserum der

Patienten zwischen den Untersuchungszeitpunkten festgestellt werden (56).
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Eine Ubersicht tiber die Studien zu IL-8 im Speichel befindet sich auf der folgenden Seite in

tabellarischer Auflistung (siehe Tabelle 4).

Autor, Jahr | Patienten- | Art der Untersuchungszeit- Art des Ergebnisse
anzahl HSZT punkte Speichels
Salvador, 51 Allogen, au- | Bei Patientenaufnahme, 7 | Unstimulier- | Anstieg des IL-8
2017 tolog Tage nach HSZT, bei ter Gesamt- | bei Patienten, die
Patientenentlassung speichel keine Laserthera-

pie erhielten und
eine orale Mukosi-
tis entwickelten

Tabelle 4: Studien zu IL-8 im Speichel nach HSZT

3. Material und Methoden

3.1. Das Patientenkollektiv

In der Promotionsarbeit von Marcel Fischer (2021) wurden prospektiv Daten zu dem Zusam-
menhang zwischen der mundgesundheitsbezogenen Lebensqualitat und der SpeichelflieRrate
vor und nach allogener hamatopoetischer Stammzelltransplantation erhoben (56). Darlber
hinaus wurden die Zusammenhénge zwischen der SpeichelflieRrate, der mundgesundheits-
bezogenen Lebensqualitat und des psychischen Befindens der Patienten untersucht (Ethikvo-
tum (873.205.06(5303)).

An der Studie nahmen 40 Patienten teil (siehe Tabelle 5). Die allogene hdmatopoetische
Stammzelltransplantation wurde in der Ill. Medizinischen Klinik und Poliklinik der Universitats-
medizin Mainz durchgefiuhrt. Die Untersuchung erfolgte an 4 Untersuchungszeitpunkten: vor
der aHSZT (U1) sowie 100 Tage (U2), 200 Tage (U3) und 365 Tage (U4) nach der allogenen

Stammezelltransplantation (56).
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Geschlecht Anzahl absolut Anzahl in Prozent %

Mannlich 23 575 %
Weiblich 17 425 %
Gesamt 40 100 %

Tabelle 5: Geschlechterverteilung der Patienten

Von anfangs 40 untersuchten Patienten (U1) verstarben 9 Patienten im Verlauf nach allogener
hamatopoetischer Stammzelltransplantation, 4 Patienten erlitten ein Rezidiv und 4 Patienten
brachen die Studie ab (siehe Abbildung 1).

40 32 26 23
Patienten Patienten Patienten Patienten

Abbildung 1: Anzahl der untersuchten Patienten zu den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten

3.2. Voruntersuchungen
3.2.1. Die SpeichelflieRRrate

Die SpeichelflieRBrate (ml/min) wurde tber 5 Minuten unstimuliert bestimmt. Die Entnahme des

Gesamtspeichels erfolgte Uber passive Drainage (56). Eine Unterteilung erfolgte in
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SFR>0,25ml/min; SFR 0,1- 0,25ml/min; SFR <0,1ml/min; SFR = 0,00ml/min (88). Die Ergeb-

nisse stellten sich wie folgt dar (siehe Tabelle 6):

Untersuchung Median Minimum Maximum Q1 Q3

1 (vor aHSZT) 0,39 ml/min 0,00 ml/min 2,80 ml/min | 0,12 mi/min | 0,61 ml/min
2 (100 Tage nach | 0,24 ml/min 0,00 ml/min 1,20 mi/min | 0,03 ml/min | 0,48 ml/min
aHSZT)

3 (200 Tage nach | 0,34 ml/min 0,00 ml/min 1,0 ml/min 0,06 ml/min | 0,53 ml/min
aHSZT)

4 (365 Tage nach | 0.38 ml/min 0,00 ml/min 1.9 ml/min 0,14 ml/min | 0,73 ml/min
aHSZT)

Tabelle 6: Bestimmung der Speichelflie3rate aus der Promotionsarbeit von Fischer [2021]

Es konnte im Median bei n = 22 Patienten eine Abnahme der Speichelflie3rate/min zum Zeit-
punkt vor der HSCT (U1) zu der Untersuchung an Tag 100 nach der HSCT (U2) beobachtet
werden. Am Tag 200 nach der HSCT hatte die Speichelflierate (ml/min) den Ausgangswert
von vor der HSCT erreicht und blieb auch zum Zeitpunkt 356 Tage nach HSCT stabil. (siehe
Tabelle 6).

Die Speichelproben wurden nach Messung der Speichelflierate bei -20°C eingelagert.

3.2.2. Die Biomarker im Blutserum

Zur Bestimmung der Biomarker IgA, IL-6 und IL-8 im Blutserum erfolgten Blutentnahmen zu
allen vier Untersuchungszeitpunkten. Die Analyse der Blutproben wurde durch das Institut fir

klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der UM Mainz durchgefiihrt (siehe Tabelle 7).

Biomarker Referenzwert im
Blutserum

IgA 0,63-5,81 g/l

Interleukin-6 <27 pg/ml

Interleukin-8 <62 pg/m

Tabelle 7: Referenzwerte der Biomarker im Blutserum
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Zu den Untersuchungszeitpunkten zeigten sich folgende Werte:

3.2.2.1. IgA

Es zeigt sich ein Abfall des IgA-Serumspiegels von Ul zu U2 (1,43 g/l und 0,70 g/l) (Wilcoxon-
Test; p = 0,000). Die IgA-Serumspiegel von U3 und U4 lagen mit 0,73 g/l und 0,82 g/l beide

statistisch signifikant unter dem IgA-Serumspiegel von U1l (p<0.001 bzw. p<0.001) (siehe Ta-

belle 8).

Untersuchung Median Minimum Maximum Q1 Q3

1 (vor aHSZT) 1.43 g/l 0.13 g/l 3.80 g/l 1.22 g/l 1.97 g/l
2 (100 Tage nach | 0.70 g/l 0.05 g/l 1.97 g/l 0.45 g/l 0.70 g/l
aHSZT)

3 (200 Tage nach | 0.73 ¢/l 0.11 g/l 1.51 g/l 0.58 g/l 0.99 g/l
aHSZT)

4 (365 Tage nach | 0.82 g/l 0.08 g/l 1.62 g/l 0.58 g/l 1.09 g/l

aHSZT)

Tabelle 8: Ergebnisse fur den IgA-Serumspiegel von Fischer [2021]

3.2.2.2.

IL-6

Es zeigte sich keine statistisch signifikante Veranderung des IL-6-Serumspiegels zwischen

den Untersuchungszeitpunkten U1-U4 (siehe Tabelle 9).

aHSZT)

Untersuchung Median Minimum Maximum Q1 Q3

1 (vor aHSZT) 5.00 pg/ml 0.00 pg/ml 35.00 pg/ml | 3.00 pg/ml | 9.25 pg/ml
2 (100 Tage nach | 6.00 pg/ml 1.00 pg/ml 41.00 pg/ml | 3.00 pg/ml | 6.00 pg/ml
aHSZT)

3 (200 Tage nach | 6.00 pg/ml 3.00 pg/ml 98.00 pg/ml | 3.00 pg/mli 12.00 pg/mi
aHSZT)

4 (365 Tage nach | 5.00 pg/ml 2.00 pg/ml 31.00 pg/ml | 3.00 pg/ml | 11.50 pg/ml

Tabelle 9: Ergebnisse fir den IL-6-Serumspiegel von Fischer [2021]
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3.2.2.3. IL-8

Eine Anderung des 1I-8 Serumspiegels zeigte sich erst an dem Untersuchungszeitpunkt 200
Tage nach HSCT (U3) zu 356 Tage nach HSCT (U4). Es zeigte sich ein Abfall des IL-8-Ser-
umspiegels von U3 zu U4. Ansonsten zeigten sich keine Veranderungen des IL-8-Serumspie-

gels zwischen den Untersuchungszeitpunkten (siehe Tabelle 10).

Untersuchung Median Minimum Maximum Q1 Q3

1 (vor aHSZT) 14.20 pg/ml 2.20 pg/ml 104.50 pg/ml | 5.30 pg/ml | 28.00 pg/ml
2 (100 Tage nach | 15.00 pg/ml 2.50 pg/ml | 88.10 pg/ml 7.65 pg/ml | 15.80 pg/ml
aHSZT)

3 (200 Tage nach | 14.00 pg/ml 2.00 pg/ml | 481.20 pg/ml | 10.35 pg/ml | 25.18 pg/ml
aHSZT)

4 (365 Tage nach | 10.60 pg/ml 2.00 pg/ml | 481.20 pg/ml | 6.20 pg/ml | 25.35 pg/ml
aHSZT)

Tabelle 10: Ergebnisse fur den IL-8-Serumspiegel von Fischer [2021]

3.3. Die Untersuchungen der vorliegenden Studie

3.3.1. Durchfiihrung der ELISA

Die Speichelproben wurden aufgetaut und fur 15 Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert. Danach
erfolgte die Bestimmung der Konzentrationen der Biomarker sIgA, IL-6 und IL-8 in den Spei-
chelproben mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay nach Herstelleranweisung. Jeder
ELISA besitzt eine fiir das jeweilige Antigen (slgA, IL-6, IL-8) spezifische Nachweisgrenze. Die
Nachweisgrenze entspricht dem Konzentrationsbereich des Antigens, der durch das ELISA
Verfahren akkurat gemessen werden kann. Konzentrationen, die auRerhalb dieser Nachweis-
grenze liegen, kbnnen somit nicht prazise berechnet werden. Die Konzentration des Antigens
in einer Probe wird mit einer Standardkurve errechnet.

Zur Anwendung kamen IgA Saliva Kits der Firma LDN (Katalog-Nr. SA E-6800) mit einer Nach-
weisgrenze von 0,5 — 400 pg/ml. Fur die Bestimmung der Konzentrationen von IL-6 und IL-8
im Speichel wurden die Human IL-6 DuoSet ELISA Kits (R&D Systems, Katalog-Nr. DY206-
05) mit einer Nachweisgrenze von 9.4 - 600 pg/mL und Human IL-8 Duo Set ELISA Kits (R&D
Systems, Katalog Nr. DY208-05) mit einer Nachweisgrenze von 31.2 - 2,000 pg/mL verwendet.
Fir die Durchfihrung der IgA Saliva ELISA wurde eine Verdinnung der Proben von 1:3000

bzw. 1:2000 mit destilliertem Wasser vorgenommen. Fir die Durchfihrung der Human IL-6
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ELISA wurden die Proben unverdinnt aufgetragen und fir die Durchfiihrung der Human IL-8
ELISA wurden die Proben zuerst mit einer Verdiinnung von 1:3 verwendet und im weiteren
Verlauf, nach Anpassung, ebenfalls unverdinnt aufgetragen.

Die Auslesung der ELISA-Mikroplatten erfolgte durch einen Mikroplatten-Reader (SpectraMax
iD5, Firma: Molecular Devices) mittels Absorption bei einer Wellenldnge von 450 nm und 620
nm. Jede Speichelprobe wurde auf drei Wells verteilt, also folglich drei Mal getestet. Die Soft-
ware (SoftMax® Pro 7 Software, Molecular Devices, USA) errechnete aus den drei Konzent-
rationsergebnissen eine mittlere Konzentration. Messungen, die kein verwertbares Ergebnis
hervorbrachten, da die Konzentrationen nicht innerhalb der Nachweisgrenze lagen, wurden
unter Anpassung der Verdinnung wiederholt. Lagen die Ergebnisse erneut unter der Nach-
weisgrenze, wurde bei den betroffenen Speichelproben eine Konzentration von 0 angenom-
men. Ergaben sich ungewohnlich hohe Messwerte, wurden diese ausgeklammert und nicht in
die statistische Auswertung einbezogen. Somit ergaben sich fir Untersuchungszeitpunkt 2
eine Messwertanzabhl fir die slgA-Konzentration von 14 und fir die Konzentrationen von IL-6
und IL-8 jeweils eine Anzahl von 15 Messwerten. Bei Speichelproben, die nicht genug Flis-
sigkeit aufwiesen, um eine Testung auf die Konzentration aller drei Biomarker durchzuftihren,
wurde lediglich die slgA-Konzentration bestimmt. Durch diese Verfahren kam es zu einer un-
terschiedlichen Anzahl von Messwerten fir die Konzentrationen von sigA, IL-6 und IL-8 im
Speichel zu Untersuchungszeitpunkt 1. Es konnte eine slgA-Konzentration fiir 30 Speichelpro-
ben ermittelt werden, wahrend sich nur fur 29 Speichelproben eine IL-6- und IL-8-Konzentra-

tion errechnen liel3.

3.4. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mittels SPSS 27 in Zusammenarbeit
mit dem Institut fir Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik (IMBEI) der Johan-
nes Gutenberg-Universitatsmedizin Mainz.

Zunéchst erfolgte eine Testung auf Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-Test. Bei nicht-
normalverteilten Daten wurden in der deskriptiven Analyse Median sowie 1. und 3. Quartil
angegeben. Fir die Analyse der Konzentrationen der drei Biomarker im Verlauf (U1-U4) wur-
den gemischte lineare Modelle erstellt mit paarweisen Vergleichen nach Bonferroni. Die biva-
riate Korrelationsanalyse bei kardinalskalierten Daten erfolgte durch den Pearson-Korrelati-
onskoeffizienten. Bei ordinalskalierten Daten erfolgte die bivariate Korrelationsanalyse anhand

Rangkorrelationsanalyse nach Spearman.
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Als signifikant wurden Unterschiede mit p<0.05 bezeichnet. Da es sich um eine explorative

Analyse handelt, wurde keine Korrektur fir multiples Testen vorgenommen.
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4. Ergebnisse

Es konnten 76 Speichelproben (SP) von 35 Patienten in die Untersuchung eingeschlossen
werden. Von den eingeschlossenen Speichelproben stammten 30 Speichelproben von Unter-
suchungszeitpunkt 1 (U1 = vor HSZT), 15 Speichelproben von Untersuchungszeitpunkt 2 (U2
= 100 Tage nach HSZT), 19 Speichelproben von Untersuchungszeitpunkt 3 (U3 = 200 Tage
nach HSZT) und 12 Speichelproben von Untersuchungszeitpunkt 4 (U4 = 365 Tage nach
HSZT) (siehe Abbildung 2).

30SP ([ 15SP || 19SP || 12SP

Abbildung 2: Anzahl der untersuchten Speichelproben zu den Untersuchungszeitpunkten U1-U4; SP = Speichel-
proben; Ul = vor HSZT, U2 = 100 Tage nach HSZT, U3 = 200 Tage nach HSZT, U4 = 365 Tage nach HSZT
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4.1. Untersuchungsergebnisse von Untersuchungstermin U1l

4.1.1. Sekretorisches Immunglobulin A

Von Untersuchungszeitpunkt 1 konnte flir 30 Speichelproben (n=30) eine slgA-Konzentration
errechnet werden. Der Median der slgA-Konzentration im Speichel lag zu diesem Zeitpunkt
bei 0,00287 g/l (Min.: 0,0004 g/I; Max.: 0,8572 g/l; Q1: 0,001283 g/I; Q3: 0,008575) (siehe
Abbildung 3).

10
B *
5 B
)
E
s 4 *
2 f
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U1 (n=30)

Untersuchungszeitpunkt

Abbildung 3: slgA-Konzentration im Speichel zu U1 (Untersuchungszeitpunkt 1 = vor HSZT), SekretlgA = sekreto-
risches IgA
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4.1.2. Interleukin-6

Von Untersuchungszeitpunkt 1 konnte fir 29 Speichelproben (n=29) eine IL-6-Konzentration

errechnet werden. Die IL-6-Konzentration im Speichel lag zu diesem Zeitpunkt bei einem Me-
dian von 6,039 pg/ml (Min.: 0,0 pg/ml; Max.: 109,61 pg/ml; Q1: 4,4120 pg/ml; Q3: 9,2790

pg/ml) (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: IL-6-Konzentration im Speichel zu U1 (Untersuchungszeitpunkt 1 = vor HSZT)

U1 (n=29)

Untersuchungszeitpunkt
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4.1.3. Interleukin-8

Von Untersuchungszeitpunkt 1 konnte fur 29 Speichelproben (n=29) eine IL-8-Konzentration
werden. Der Median der IL-8-Konzentration lag zu diesem Zeitpunkt bei 166,3520 pg/ml (Min.:
0,0 pg/ml; Max.: 1870,21 pg/ml; Q1: 22,5745 pg/ml; Q3: 549,7935 pg/ml) (siehe Abbildung 5).

2000

1500

1000
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Untersuchungszeitpunkt

Abbildung 5: IL-8-Konzentration im Speichel zu U1 (Untersuchungszeitpunkt 1 = vor HSZT)

27



4.2. Untersuchungsergebnisse von Untersuchungstermin U2

4.2.1. Immunglobulin A

Von Untersuchungszeitpunkt 2 konnte flr 14 Speichelproben (n=14) eine slgA-Konzentration
werden. Die Konzentration des slgA im Speichel lag zu diesem Zeitpunkt bei einem Median
von 0,00585 g/I (Min.:0,0 g/I; Max.: 0,1092 g/I; Q1: 0,000286; Q3: 0,05566) (siehe Abbildung
6).
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Abbildung 6: slgA-Konzentration im Speichel zu U2 (Untersuchungszeitpunkt 2 = 100 Tage nach aHSZT)
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4.2.2. Interleukin-6

Von Untersuchungszeitpunkt 2 konnte fur 15 Speichelproben (n=15) eine IL-6-Konzentration

errechnet werden. Der Median der IL-6-Konzentration lag zu diesem Zeitpunkt bei 5,664 pg/ml
(Min.: von 0,0 pg/ml; Max.: 96,9 pg/ml; Q1: 1,664 pg/ml; Q3: 34,867 pg/ml) (siehe Abbildung

7).
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Abbildung 7: IL-6-Konzentration im Speichel zu U2 (Untersuchungszeitpunkt 2 = 100 Tage nach aHSZT)
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4.2.3. Interleukin-8

Von Untersuchungszeitpunkt 2 konnte fur 15 Speichelproben (n=15) eine IL-8-Konzentration
errechnet werden. Der Median der IL-8-Konzentration lag zu diesem Zeitpunkt bei 465,04
pg/ml (Min.: 0,0 pg/ml; Max.: 1709,59 pg/ml; Q1: 112,46 pg/ml; Q3: 632,40 pg/ml) (siehe Ab-
bildung 8).
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Abbildung 8: IL-8-Konzentration im Speichel zu U2 (Untersuchungszeitpunkt 2 = 100 Tage nach aHSZT)
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4.3. Untersuchungsergebnisse von Untersuchungstermin U3

4.3.1. Immunglobulin A

Von Untersuchungszeitpunkt 3 konnte fur 19 Speichelproben (n= 19) eine slgA-Konzentration
errechnet werden. Der Median der slgA Konzentration im Speichel lag bei 0,016 g/l (Min.: 0,0
g/l; Max.: 0,770 g/l; Q1: 0,001 g/l; Q3: 0,197 g/l) (siehe Abbildung 9).

sekretigA [ghl]
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Abbildung 9: slgA-Konzentration im Speichel zu U3 (Untersuchungszeitpunkt 3 = 200 Tage nach aHSZT)
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4.3.2. Interleukin-6

Von Untersuchungszeitpunkt 3 konnte fir 19 Speichelproben (n=19) eine IL-6-Konzentration
errechnet werden. Der Median der IL-6-Konzentration lag zu diesem Zeitpunkt bei 4,3940
pg/ml (Min.: 0,0 pg/ml; Max.: 47,27 pg/ml; Q1: 0,0 pg/ml; Q3: 8,47 pg/ml) (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: IL-6-Konzentration im Speichel zu U3 (Untersuchungszeitpunkt 3 = 200 Tage nach aHSZT)
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4.3.3. Interleukin-8

Von Untersuchungszeitpunkt 3 konnte fur 19 Speichelproben (n=19) eine IL-8-Konzentration
errechnet werden. Der Median der IL-8-Konzentration lag zu diesem Zeitpunkt bei 435,5520
pg/ml (Min.: 119,98 pg/ml; Max.: 3232,30 pg/ml; Q1: 201,840 pg/ml; Q3: 1271,0530 pg/ml)
(siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: IL-8-Konzentration im Speichel zu U3 (Untersuchungszeitpunkt 3 = 200 Tage nach aHSZT)
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4.4. Untersuchungsergebnisse von Untersuchungstermin U4

4.4.1. Immunglobulin A

Von Untersuchungszeitpunkt 4 konnte flr 12 Speichelproben (n=12) eine slgA-Konzentration
errechnet werden. Der Median der slgA-Konzentration im Speichel lag zu diesem Zeitpunkt
bei 0,06705 g/l (Min.: 0,0 g/I; Max.: 0,3187 g/l; Q1: 0,0441 g/l; Q3: 0,20542 g/l) (siehe Abbildung
12).
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Abbildung 12: slgA-Konzentration im Speichel zu U4 (Untersuchungszeitpunkt 4 = 365 Tage nach aHSZT)
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4.4.2. Interleukin-6

Von Untersuchungszeitpunkt 4 konnte fir 12 Speichelproben (n=12) eine IL-6-Konzentration

errechnet werden. Der Median der IL-6-Konzentration lag zu diesem Zeitpunkt bei 0,0 pg/ml
(Min.: von 0,0 pg/ml; Max.: 72,18 pg/ml; Q1: 0,0 pg/ml; Q3: 0,6585 pg/ml) (siehe Abbildung

13).

80

60

40

IL-6 [pg/mi]

20

U4 (n=12)

Untersuchungszeitpunkt

Abbildung 13: IL-6-Konzentration im Speichel zu U4 (Untersuchungszeitpunkt 4 = 365 Tage nach aHSZT)
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4.4.3. Interleukin-8

Von Untersuchungszeitpunkt 4 konnte fiir 12 Speichelproben (n = 12) eine IL-8-Konzentration
errechnet werden. Der Median der IL-8-Konzentration lag zu diesem Zeitpunkt bei 529,1390
pg/ml (Min.: 0,0 pg/ml; Max.: 3214,73 pg/ml; Q1: 158,2633 pg/ml; Q3: 1719,4688 pg/ml) (siehe
Abbildung 14).
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Abbildung 14: IL-8-Konzentration im Speichel zu U4 (Untersuchungszeitpunkt 4 = 365 Tage nach aHSZT)
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4.5. Untersuchungsergebnisse im Verlauf U1-U4

Im Untersuchungsverlauf konnte keine signifikante Veranderung der slgA-Konzentration im
Speichel zwischen den Untersuchungszeitpunkten Ul — U4 festgestellt werden (p=0,152)
(siehe Abbildung 15). Es kam zu einer Abnahme der sigA-Konzentration von vor der allogenen
Stammzelltransplantation zu dem Untersuchungszeitunkt 100 Tage nach aHSZT. Danach
stieg die slgA-Konzentration im Speichel wieder an bis sie 200 Tage nach aHSZT und 365
Tage nach aHSZT den Ausgangswert von vor der aHSZT Uberstiegen. Diesen Veranderungen
konnte allerdings keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden (paarweise Vergleiche

nach Bonferroni).
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Abbildung 15: slgA-Konzentration im Speichel im Verlauf U1-U4
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45.1. Verlauf: IL-6

Bei der Analyse des Verlaufs der IL-6-Konzentration im Speichel von Ul — U4 konnte eine
Zunahme von U1l (vor HSZT) zu U2 (100 Tage nach HSZT) und dann eine Abnahme zu U3
(200 Tage nach HSZT) und U4 (365 Tage nach HSZT) festgestellt werden. Diese Verande-
rungen wiesen allerdings keine statistische Signifikanz auf (paarweise Vergleiche nach Bon-
ferroni) (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16: IL-6-Konzentration im Speichel im Verlauf U1-U4
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4.5.2. Verlauf: IL-8

Es zeigte sich insgesamt ein signifikanter Anstieg der IL-8 Konzentration im Speichel im Ver-
lauf der Untersuchung von vor der HSCT (U1) bis 356 Tage nach HSCT (U4) (p<0,001) (paar-

weise Vergleiche nach Bonferroni).

Im Vergleich der Konzentrationen zeigte sich dieser Anstieg der IL-8 Konzentration im Spei-
chel von vor der HSCT (U1) zu dem Untersuchungszeitpunkt 200 (U3 (p=0,019)), und 356
Tage nach HSCT (U4 (p=0,002)) besonders stark. Ebenso zeigte sich ein Anstieg der IL-8-
Konzentration im Speichel von dem Untersuchungszeitpunkt 200 Tage nach HSCT (U2) zu
dem Untersuchungszeitpunkt 356 Tage nach HSZT (U4 (p=0,03)) (paarweise Vergleiche nach
Bonferroni) (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: IL-8-Konzentration im Speichel im Verlauf U1-U4.
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4.5.3. Vergleich des Verlaufs der Biomarker im Speichel und im Blut-

serum

4.5.3.1. Immunglobulin A

Die Untersuchung der IgA-Spiegel im Blutserum und der slgA-Konzentrationen im Speichel
auf Korrelation miteinander konnte diese nicht bestatigen (Gesamtverlauf: Pearson-Korrelati-
onskoeffizient (r) = -0,123; p=0,305) (U1: r=-0,255; U2: r=0,040; U3: r=0,035; U4: r=-0,112).
Weder zu den einzelnen Untersuchungszeitpunkten noch im Gesamtverlauf tber U1 — U4
konnte eine Korrelation zwischen den gemessenen Konzentrationen im Blutserum zu denen
im Speichel festgestellt werden (siehe Abbildung 18 und Abbildung 19).
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Abbildung 18: IgA aus dem Blutserum und sIgA aus dem Speichel im Verlauf U1-U4. Die blauen Balken stellen
die IgA-Konzentration im Blutserum zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt dar. Die gelben Balken zeigen die
Konzentrationen des sekretorischen IgA zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt.
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4.5.3.2. Interleukin-6

Die Untersuchung der IL-6-Spiegel im Blutserum und der IL-6-Konzentrationen im Speichel
auf Korrelation miteinander konnte diese nicht bestatigen (Gesamtverlauf: Pearson-Korrelati-
onskoeffizient (r) = 0,180; p=0,166) (U1: r=0,196; U2: r=-0,012; U3: r=0,399; U4: r=0,362)
(siehe Abbildung 20 und Abbildung 21). Weder zu den einzelnen Untersuchungszeitpunkten
noch im Gesamtverlauf tiber U1 — U4 konnte eine Korrelation zwischen den gemessenen Kon-

zentrationen im Blutserum zu denen im Speichel festgestellt werden.
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Abbildung 20: IL-6 aus dem Blutserum und IL-6 aus dem Speichel im Verlauf U1-U4
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Abbildung 21: Korrelation IL-6 (Blutserum) und IL-6 (Speichel)
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4.5.3.3. Interleukin-8

Die Untersuchung der IL-8-Spiegel im Blutserum und der IL-8-Konzentrationen im Speichel
auf Korrelation miteinander konnte diese nicht bestatigen (Gesamtverlauf: Pearson-Korrelati-
onskoeffizient (r) = -0,096; p=0,845) (U1: r=0,251; U2: r=-0,073; U3: r=-0,114; U4: r=-0,427).
Weder im Verlauf von Ul — U4, noch zu den einzelnen Untersuchungszeitpunkten zeigte sich
ein Zusammenhang zwischen den beiden Konzentrationsspiegeln (siehe Abbildung 22 und
Abbildung 23).
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Abbildung 22: IL-8 aus dem Blutserum und IL-8 aus dem Speichel im Verlauf U1-U4
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Abbildung 23: Korrelation zwischen IL-8 (Blutserum) und IL-8 (Speichel)
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4.5.4. Die Konzentrationen der Biomarker im Speichel und die orale
GvHD
45.4.1. slgA

Bei der Untersuchung der slgA-Konzentration im Speichel und der Schubert Skala auf Korre-
lation miteinander konnte diese bestétigt werden (Spearman-Korrelation r=-0,304; p=0,012)
(siehe Abbildung 24). Somit ergibt sich eine negative Korrelation zwischen der Auspragung
einer oralen GvHD, die mittels der Schubert Skala beschrieben wurde, und der slgA-Kon-
zentration im Speichel. Je starker der Schweregrad der oralen GvHD, desto niedriger ist die

Konzentration von slgA im Speichel.
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Abbildung 24: Korrelation zwischen der slgA-Konzentration im Speichel und der Schubert-Skala
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454.2. IL-6

Es konnte keine Korrelation zwischen der IL-6-Konzentration im Speichel und der Schubert
Skala nachgewiesen werden (Spearman-Korrelation r=-0,132; p=0,295) (siehe Abbildung
25).
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Abbildung 25: Korrelation zwischen der IL-6-Konzentration im Speichel und der Schubert-Skala
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454.3. IL-8

Bei der Untersuchung der IL-8-Konzentration im Speichel und der Schubert Skala auf Korre-

lation miteinander, konnte diese nicht bestétigt werden (Spearman-Korrelation r=0,090;

p=0,471) (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 26: Korrelation zwischen der IL-8-Konzentration im Speichel und der Schubert-Skala
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5. Diskussion

In der vorliegenden Studie zur Untersuchung von slgA, IL-6 und IL-8 im Speichel von Patienten
vor bis hin zu 365 Tage nach aHSZT konnte keine signifikante Veranderung der slgA- oder
der IL-6-Kontentration festgestellt werden. Es zeigten sich signifikante Erh6hungen der IL-8-
Konzentration von vor der HSZT (U1) zu 200 Tagen nach HSZT (U3) sowie von vor der HSZT
(U1) zu 365 Tagen nach HSZT (U4) und von 100 Tagen nach HSZT (U2) zu 365 Tagen nach
HSZT (U4).

Des Weiteren konnte keine Korrelation zwischen den Konzentrationen von sigA, IL-6 und IL-8
im Speichel und den Konzentrationen von IgA, IL-6 und IL-8 im Blutserum festgestellt werden.
Allerdings zeigte sich ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer GvHD und der sigA
Konzentraion im Speichel zu den unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten. Es ergab sich
eine negative Korrelation zwischen der slgA-Konzentration im Speichel und dem Schweregrad
einer oralen GvHD. Fur IL-6 und IL-8 im Speichel konnte dieser Zusammenhang nicht nach-

gewiesen werden.

5.1. Studienaufbau

Die vorliegende Studie weist mit 35 untersuchten Patienten eine mittlere GréRe auf. Vergleich-
bare Studien, die ebenfalls die Konzentrationen von slgA, IL-6 oder IL-8 im Speichel von Pa-
tienten nach HSZT untersuchten, geben ein Patientenkollektiv von 12 bis zu 114 Patienten an
(53, 54). Ein Grolteil dieser Studien untersuchte ebenfalls den Verlauf der Konzentrationen
von slgA, IL-6 und IL-8 im Speichel nach aHSZT.

In vielen vergleichbaren Studien werden die verschiedenen Typen der Stammzelltransplanta-
tion, autolog, allogen und syngen, in einem Patientenkollektiv untersucht (50, 52, 54, 73). In
der vorliegenden Arbeit handelt es sich ausschlief3lich um Patienten, die eine allogene Stamm-
zelltransplantation erhielten. Dies erzeugt ein homogeneres Patientenkollektiv und somit eine
bessere Vergleichbarkeit zwischen den Patienten.

In dieser Studie wurde auf eine Kontrollgruppe verzichtet, da vor allem die Veranderung der
Biomarker im Speichel innerhalb eines Jahres und nicht deren mediane Konzentration im Ver-
gleich zu gesunden Individuen im Mittelpunkt der Untersuchung stand. Einige vergleichbare
Studien bezogen gesunde Menschen als Kontrollgruppe mit ein (48, 51, 54). Es gibt auch
Studien, die den Zusammenhang zwischen sIgA, IL-6 oder IL-8 und dem Vorkommen einer

GvHD untersuchten und eine Kontrollgruppe aus stammzelltransplantierten Patienten
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bildeten, die keine GvHD nach aHSZT entwickelten (52, 53).

Um den Einfluss exogener und endogener Faktoren moglichst gering zu halten, wurde in der
vorliegenden Studie ein standardisiertes Entnahmeprotokoll fir den gesamten Studienverlauf
angewandt. Allerdings unterscheiden sich die Entnahmeprotokolle fir die Gewinnung von
Speichelproben in der Literatur deutlich, da es keinen allgemein etablierten Standard gibt. In
einer Studie von Nakonieczna-Rudnicka et al. wurde die slgA-Konzentration in Proben von
unstimuliertem und stimuliertem Speichel miteinander verglichen. Es konnte eine signifikant
hohere Konzentration von slgA in Speichelproben nachgewiesen werden, die unstimuliert ent-
nommen wurden, im Vergleich zu Proben von stimuliertem Speichel (89). Aufricht et al. unter-
suchten den Einfluss der Entnahmemethode auf die gemessene slgA-Konzentration im Spei-
chel von 6 Kindern (90). Sie entnahmen daflr insgesamt 54 Speichelproben mit drei unter-
schiedlichen Methoden: der Spuck-Methode, der Aufsauge-Methode und mit einem Saugrol-
len-System (Salivette®). Sie konnten feststellen, dass die gemessenen Konzentrationen von
slgA bedeutend niedriger in den Speichelproben waren, die mit Hilfe einer Saugrolle (Sa-
livette®) entnommen worden waren, verglichen mit den Speichelproben der zwei anderen Ent-
nahmemethoden. Dies zeigt, dass die unterschiedlichen Entnahmemethoden einen Einfluss
auf die Konzentrationen der Bestandteile im Speichel haben kénnen. Die in der vorliegenden
Studie angewandte Methode der passiven Drainage von unstimuliertem Gesamtspeichel wird

in der Literatur zur allgemeinen Speichelanalyse empfohlen (37, 91).

Die Lagerung der Speichelproben auf Eis und das Einfrieren sind wichtige Verfahren, die dazu
dienen, der Degradation von Proteinen entgegenzuwirken (92). Selbst unter diesen Bedingun-
gen sind manche Speichelbestandteile auf Dauer jedoch nicht stabil (93). In der vorliegenden
Studie wurde die Kihlung der Speichelproben auf Eis zwar durchgehend gewahrleistet, aller-
dings erfolgte die Messung von slgA, IL-6 und IL-8 erst nachdem die Proben mehrere Monate
bei -20° Celsius eingefroren waren. Einige vergleichbare Studien fuihrten eine unverzigliche
Analyse der Speichelproben nach Entnahme durch (52, 54). Des Weiteren gibt es Studien, die
zeigen, dass eine Lagerung bei mindestens -80° C ratsam ist, um einer Proteolyse entgegen-
zuwirken (92, 94).

Zusammenfassend ist zu vermerken, dass die Durchfiihrungen vergleichbarer Studien in der
Literatur variieren. Inhomogene Entnahmeprotokolle und die unterschiedliche Verarbeitung
der Speichelproben ermoglichen eine nur bedingte Vergleichbarkeit und missen bei der Be-
wertung der Ergebnisse bericksichtigt werden. Zur Beurteilung der Relevanz von sigA, IL-6
und IL-8 im Speichel als Biomarker fiir eine allogene Stammzelltransplantation sind weitere

Studien mit vergleichbaren Versuchsbedingungen erstrebenswert.
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Studien, die IL-6 und IL-8 im Speichel von Patienten nach HSZT untersuchten, befassten sich
vor allem mit der Entstehung einer oralen Mukositis als Folge der Konditionierungstherapie
und umfassten dementsprechend kurze Untersuchungszeitrdume (74, 87). Fur die Untersu-
chung von IL-6 und IL-8 im Speichel im Zusammenhang mit der Entstehung einer GvHD sind
weitere Studien nétig, die, ahnlich wie die vorliegende Studie, langere Zeitraume nach HSZT
umfassen. Da gezeigt werden konnte, dass die angewandten Entnahmemethoden und Arten
des Speichels einen Einfluss auf die gemessenen Konzentrationen in den Speichelproben ha-
ben kdnnen, ist die Etablierung standardisierter Entnahmeprotokolle fur zukinftige Studien
sinnvoll. So kann eine bessere Vergleichbarkeit der Untersuchungsergebnisse gewahrleisten
werden (89, 90).

Die Analyse der Speichelproben sollte unverziglich nach der Entnahme erfolgen, um eine
Veranderung der Speichelbestandteile zu vermeiden. Ist dies nicht mdglich, ist eine unverzug-
liche Lagerung der Speichelproben bei mindestens -80° C ratsam (92, 94).

5.2. Verédnderung der Konzentrationen von sigA, IL-6 und IL-8

In dieser Studie wurden die Konzentrationsveranderungen von slgA, IL-6 und IL-8 im Speichel

von Patienten nach aHSZT lber den Zeitraum eines Jahres untersucht.

5.2.1. slgA

Es konnte keine Verénderung der slgA-Konzentration im Verlauf von U1 — U4 festgestellt wer-
den. Diese Beobachtung deckt sich mit einer Studie von Nagler et al., in der 30 Patienten, die
eine autologe oder allogene Stammzelltransplantation erhielten, untersucht worden waren
(52). Die Speichelprobenentnahmen erfolgten vor der HSZT und danach in regelméaRigen Ab-
stédnden bis zu 7 Monaten nach der HSZT. In diesem Untersuchungszeitraum konnte keine
Veranderung der slgA-Konzentration im unstimulierten Gesamtspeichel der Patienten beo-
bachtet werden (52). Allerdings handelte es sich im Vergleich zur vorliegenden Studie um ei-
nen kirzeren Untersuchungszeitraum.

Im Gegensatz dazu beschreiben die meisten Studien einen Abfall der slgA-Konzentration im
Speichel von Patienten nach HSZT (48-51). In einer Studie von Imanguli et al. wurde der sti-

mulierte Speichel der groRen Speicheldriisen von 41 Patienten vor und nach allogener HSZT
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untersucht (49). In der ersten Messung der slgA-Konzentration einen Monat nach aHSZT
konnte ein Abfall des slgA festgestellt werden verglichen mit der slgA-Konzentration vor
aHSZT (p=0.019). Nach 6 Monaten war eine Erholung der slgA-Konzentration feststellbar, die
das Konzentrationslevel vor aHSZT wieder erreichte (49). Dens et al. untersuchten den stimu-
lierten Gesamtspeichel von 42 Patienten vor und nach autologer oder allogener SZT (50). Die
Messungen der slgA-Konzentration erfolgte monatlich ab einem Monat vor HSZT bis 4 Monate
nach HSZT. Vor HSZT war in allen Speichelproben eine slgA-Konzentration detektierbar. In
der ersten Untersuchung nach HSZT waren in 29% der Proben keine slgA-Konzentration mehr
detektierbar und die slgA-Konzentration war insgesamt um 87% gesunken. In der dritten Un-
tersuchung nach HSZT war die slgA-Konzentration immer noch um 82% verringert im Ver-
gleich zu vor der HSZT (50). Aufgrund der kiirzeren Untersuchungszeitraume und der Ver-
wendung von stimuliertem Speichel kdnnen diese Studien nur bedingt mit der vorliegenden
verglichen werden. In den beschriebenen Studien von Imanguli et al. und Dens et al. wurden
monatliche Untersuchungsintervalle gewahlt und eine Erholung bzw. Tendenz zur Erholung
der slgA-Konzentration beschrieben. In der vorliegenden Studie fand die erste Untersuchung
nach aHSZT erst 100 Tage nach aHSZT statt. Womaoglich konnte eine Veranderung der sIgA-
Konzentration in diesem Zeitraum nicht registriert werden.

Eine Studie, die ebenfalls unstimulierten Gesamtspeichel Uber einen langeren Zeitraum unter-
suchte, stammt von Steinbrenner et al (51). In dieser Studie wurden monatlich bis zu 6 Monate
nach HSZT unstimulierter Gesamtspeichel enthommen und daraufhin 9, 12 und 18 Monate
nach HSZT. Es konnte ein Abfall der slgA-Konzentration mit einem Tiefpunkt 3 und 4 Monate
nach HSZT beobachtet werden und daraufhin ein erneuter Anstieg der slgA-Konzentration.
Zwei Drittel der Patienten hatte 1 Jahr nach HSZT wieder normale slgA-Konzentrationen im
Speichel erreicht (51).

Eine mdogliche Erklarung fiir die Reduktion der slgA-Konzentration stellt die Konditionierung
vor aHSZT dar. Diese filhrt, neben dem Untergang des bestehenden Immunsystems, zu einer
Verletzung des Speicheldriisengewebes, die mit einer Reduktion der SpeichelflieBrate und der

im Speichel enthaltenen Immunglobuline einhergehen kann (95-97).

5.2.2. IL-6

Es konnte keine Veranderung der IL-6-Konzentration im Speichel der Patienten im Verlauf von

vor der aHSZT bis zu einem Jahr nach aHSZT festgestellt werden.
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In der der Literatur gibt es nur zwei Studien zur Konzentrationsanderung von IL-6 im Speichel
nach HSZT. Beide dieser Studien untersuchten in kurzen Untersuchungszeitraumen die Aus-
wirkungen der Konditionierungstherapie auf die IL-6-Konzentration im Speichel. Aus diesem
Grund sind sie nicht direkt mit der vorliegenden Studie vergleichbar.
In der ersten Studie von Pereira et al. wurden 82 Patienten, die eine autologe oder allogene
HSZT erhielten, zu 4 Zeitpunkten untersucht (73). Es wurden Speichelproben am Tag der Auf-
nahme, nach HSZT, 12-20 Tage nach der Konditionierung und am Tag der Entlassung ent-
nommen und die IL-6-Konzentration mittels ELISA gemessen. In diesem Zeitraum konnte
keine signifikante Veranderung der IL-6-Konzentration im Speichel der Patienten festgestellt
werden (p=0.245) (73). Alle Patienten, die an der Studie von Pereira et al. teilnahmen, erhielten
eine praventive Lasertherapie, um der Entstehung einer oralen Mukositis vorzubeugen. Dies
konnte die IL-6-Konzentration im Speichel der Patienten beeinflusst haben. Dem steht jedoch
eine Studie von Silva et al. gegenuber, die keine Veranderung der IL-6-Konzentration im Spei-
chel durch eine Lasertherapie nachweisen konnte (74). Sie untersuchten 30 Patienten mit au-
tologer oder allogener HSZT, um den Effekt einer Lasertherapie auf die orale Mukositis von
Patienten nach Konditionierung zu testen. Zu diesem Zweck wurden die Patienten in zwei
Gruppen unterteilt: Patienten mit Lasertherapie und eine Kontrollgruppe ohne Lasertherapie.
Es wurden Speichelproben enthommen und die Konzentrationen der enthaltenen Entzin-
dungsmediatoren mittels ELISA gemessen. Die Enthahmen fanden zu 5 Zeitpunkten statt: Am
Tag der Patientenaufnahme, 1 Tag vor HSZT, Tag 3 und 7 nach HSZT und am Tag des En-
graftments. Es konnte beobachtet werden, dass die IL-6-Konzentration im Speichel bis zu Tag
7 nach HSZT anstieg und bis zum Tag des Engraftments wieder abfiel. Dieser Verlauf folgte
dem Verlauf der Auspragung der oralen Mukositis. Es konnte kein signifikanter Unterschied
der IL-6-Konzentrationen zwischen der laserbehandelten Gruppe und der Kontrollgruppe fest-
gestellt werden (p>0.05) (74). Silva et al. schlossen aus diesen Beobachtungen, dass IL-6
womoglich einen prognostischen Biomarker fir die orale Mukositis nach aHSZT darstellt (74).
Zwar sind die Studiendurchfiihrungen von Pereira et al. und Silva et al. mit dem Aufbau der
vorliegenden Studie vergleichbar, jedoch unterscheiden sie sich in der Lange der Untersu-
chungszeitraume und in der Lange der Untersuchungsintervalle. Da in diesen Studien die di-
rekten Folgen der Konditionierungstherapie im Vordergrund standen, sind die kurzen und eng
getakteten Untersuchungszeitrdume sinnvoll. Um den Zusammenhang zwischen IL-6 im Spei-
chel und dem Entstehen einer oralen GvHD zu untersuchen, sind Studien notwendig, welche
die Veranderung dieses Zytokins im Speichel Uber einen l&angeren Zeitraum untersuchen, so

wie in der vorliegenden Arbeit.
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5.2.3. IL-8

In der vorliegenden Studie konnte eine signifikante Erhéhung der IL-8-Konzentrationen im

Speichel der Patienten von U1 zu U3, von U1 zu U4 und von U2 zu U4 beobachtet werden.

Es konnte nur eine Studie in der Literatur gefunden werden, die eine Konzentrationsverande-
rung von IL-8 im Speichel nach HSZT untersuchte. Ahnlich wie bei den Untersuchungen zu
IL-6 im Speichel nach HSZT, umfasst diese Studie nur einen kurzen Zeitraum nach HSZT, der
einen direkten Vergleich mit unserer Studie erschwert. Salvador et al. untersuchten den Effekt
einer Laserbehandlung auf die orale Mukositis von Patienten nach allogener und autologer
SZT (87). Zu diesem Zweck teilten sie 51 Patienten in zwei Gruppen ein, von denen eine
Gruppe eine Lasertherapie erhielt und die andere die Kontrollgruppe darstellte. Sie entnahmen
Speichelproben am Tag der Aufnahme, 7 Tage nach der SZT und am Tag der Entlassung. Bei
den Patienten, die eine Lasertherapie erhielten, konnte eine signifikante Reduktion der IL8-
Konzentration und eine Reduktion der Auspragung der oralen Mukositis beobachtet werden.
Salvador et al. stellten die Hypothese auf, dass es durch die Lasertherapie zu einer Reduktion
an IL-8 kommt, welche wiederum zu weniger Chemotaxis von Entziindungszellen und somit
zu einer verminderten Schwere der oralen Mukositis fuihrt (87). Wahrenddessen zeigt sich ein
deutlicher Anstieg der IL8-Konzentration bei Patienten der Kontrollgruppe, die eine orale Mu-
kositis entwickelten und keine Lasertherapie erhielten (87).

Die in der vorliegenden Studie beobachteten Anstiege der IL-8-Konzentration im Speichel
koénnten auf lokale inflammatorische Prozesse zuriickgefuhrt werden, die sich nach aHSZT im
Mundraum der Patienten entwickelten. Es konnte keine Korrelation zwischen der IL-8-Kon-
zentration im Speichel und der Auspragung einer oGvHD gezeigt werden. Dies schlief3t jedoch
nicht aus, dass andere pathologische Prozesse, die als Folge der Chemotherapie auftreten
konnen, eine Veranderung der IL-8-Konzentration ausgeldst haben. Diese umfassen unter an-
derem eine orale Mukositis, Ulzerationen, Infektionen oder weitere oropharyngealen Symp-
tome (98-100).
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5.3.  Zusammenhang zwischen den Konzentrationen des Immunglobulins
slgA, der Zytokine IL-6 und IL-8 im Speichel und den Konzentratio-

nen von IgA, IL-6 und IL-8 im Blutserum

5.3.1. slgA

In der vorliegenden Studie konnte keine Korrelation zwischen dem IgA-Spiegel im Blutserum

und der slgA-Konzentration im Speichel festgestellt werden.

Es konnte nur eine Studie gefunden werden, die einen Zusammenhang zwischen der IgA-
Konzentration im Blut und der slgA-Konzentration im Speichel untersuchte (54). lzutsu et al.
untersuchten die Konzentrationen von IgA im Blutserum und sIgA im Speichel von 114 Pati-
enten, die eine allogene, autologe oder syngene HSZT erhalten hatten. Sie enthnahmen Blut-
proben und stimulierte Speichelproben der Lippen-Speicheldriisen an Tag 90 nach HSZT, ein
Jahr nach HSZT und danach im jahrlichen Abstand. Die Entnahme der Speichelproben er-
folgte, indem die Unterlippe umgestulpt und somit die Offnungen der kleinen Speicheldriisen
freigelegt wurden. Danach wurden die durch Stimulation entstehenden Speicheltropfen mittels
Filterpapier aufgefangen, bis dieses gesattigt war. Sie konnten eine geringgradige, aber signi-
fikante Korrelation zwischen der slgA-Konzentration im Speichel und der IgA-Konzentration im
Serum der Patienten 1 Jahr nach HSZT feststellen (Pearson: 0,39; p = 0.0001).

Wie bereits beschrieben, findet die Synthese von slgA in den Kérpersekreten unabhangig von
der IgA-Synthese im Blut statt (45). Eine Reduktion des IgA-Spiegels im Blutserum geht folg-
lich nicht automatisch mit einem Mangel an slgA im Speichel einher. Dies stellt méglicherweise
eine Erklarung dafiir dar, dass in dieser Studie keine signifikante Korrelation zwischen dem

IgA im Blutserum und der slgA-Konzentration im Speichel festgestellt werden konnte.

5.3.2. IL-6

Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen den IL-6-Blutserumwerten und den Konzent-

rationen von IL-6 im Speichel gezeigt werden. Demnach ist es nicht moglich, anhand der IL-6-
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Konzentration im Speichel Ruckschlisse auf den IL-6-Spiegel im Blutserum der Patienten zu

ziehen.

In der Studie von Fischer konnte, ebenso wie in der vorliegenden Studie, keine Veranderung
des IL-6 im Blutserum oder im Speichel nachgewiesen werden (56).
Es gibt keine Studien, die eine Korrelation zwischen IL-6 im Blutserum und im Speichel unter-
suchten. Da IL-6 an einer Reihe von inflammatorischen Prozessen beteiligt ist und womdglich
Uber die Differenzierung von Th17-Zellen die Entstehung einer GvHD begtinstigt, ist eine wei-
tere Untersuchung dieses Zytokins als Biomarker im Blutserum sowie im Speichel sinnvoll (65,
66).

5.3.3. IL-8

In dieser Studie konnte keine signifikante Korrelation zwischen dem IL-8-Spiegel im Blutserum

und der IL-8-Konzentration im Speichel nachgewiesen werden.

Dieses Ergebnis indiziert, dass es nicht méglich ist, anhand der IL-8-Konzentration im Speichel
Ruckschlisse auf die IL-8-Konzentration im Blutserum zu ziehen und somit Prognosen Uber
das Outcome einer aHSZT zu machen. Ein Anstieg der IL-8-Konzentration im Blut konnte in
vorangegangenen Studien als Biomarker fur eine erhhte Mortalitat nach aHSZT identifiziert

werden, sowie das Ansprechen auf eine GvHD-Therapie (83, 101).

Zusammenfassend konnte in dieser Studie keine signifikante Korrelation zwischen den Bio-
markern IgA, IL-6 und IL-8 im Blutserum und den dazugehdérigen Konzentrationen von slgA,
IL-6 und IL-8 im Speichel gezeigt werden. Eine fehlende Korrelation zwischen den Konzentra-
tionen im Blutserum und denen im Speichel spricht jedoch nicht automatisch daftir, dass sich
die Untersuchung der Biomarker im Speichel weniger eignet, um Aussagen uber die Folgen
einer HSZT zu machen. Fischer konnte in seiner Promotionsarbeit bspw. keine Veréanderung
der Konzentration von IL-8 im Blutserum der Patienten nachweisen. In der Untersuchung der
IL-8-Konzentration im Speichel konnten dahingegen signifikante Anstiege registriert werden,
und die Konzentrationen von IL-8 waren im Speichel allgemein héher als die Konzentrationen
von IL-8 im Blutserum. Dies kdnnte dafursprechen, dass sich die Untersuchung von IL-8 im

Speichel besser eignet, bezogen auf die zu untersuchende Fragestellung.
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5.4. Zusammenhang zwischen den Konzentrationen von sigA, IL-6 und

IL-8 im Speichel und dem Schweregrad einer oralen GvHD

5.4.1. slgA

In dieser Studie konnte eine Korrelation zwischen der slgA-Konzentration im Speichel und der

Auspragung einer oralen GvHD nachgewiesen werden (r=-0,304, p=0,012).

Die Literatur prasentiert zu dieser Fragestellung unterschiedliche Ergebnisse. lzutsu et al.
konnten in einer Studie an 12 Patienten nach aHSZT zeigen, dass die slgA-Konzentration im
Gesamtspeichel bei Entwicklung einer cGvHD im Vergleich zu Transplantierten, die keine
GvHD entwickelten, vermindert ist (p<0.05) (53). In einer darauffolgenden Studie, in der lzutsu
et al. den Labialspeichel von 114 Patienten nach HSZT untersuchten, konnte dieses Ergebnis
repliziert werden (54). Es zeigte sich eine signifikante Verminderung der slgA-Konzentration
im Speichel von Patienten mit cGvHD verglichen mit gesunden Transplantierten und Kontrol-
len (p=0,0003) (54). Im Gegensatz dazu konnten Dens et al. bei 57 untersuchten Patienten
keinen Unterschied in der Reduktion der slgA-Konzentration zwischen Patienten mit GvHD
und ohne GvHD feststellen (50). In einer Studie von Nagler et al. mit 30 Patienten konnte keine
signifikante Veranderung der slgA-Konzentration im Speichel von stammzelltransplantierten
Patienten mit GvHD beobachtet werden (52).
Es gibt Studien, die den Zusammenhang zwischen der IgA-Konzentration im Blutserum und
einer GvHD untersuchten. Es konnten dabei verminderte Konzentrationen von IgA im Blutse-
rum bei Patienten festgestellt werden, die eine GvHD entwickelten (57, 102). Fujimaki et al.
untersuchten die Dauer der Wiederherstellung des Immunsystems nach aHSZT im Blutserum
bei 91 Patienten. Sie konnten beobachten, dass die Erholung der IgA-Konzentration, im Ge-
gensatz zu IgM und 1gG, bis zu 5 Jahre nach HSZT dauerte (102). Des Weiteren stellten sie
fest, dass die Entwicklung einer cGvHD die Erholung der IgA-Konzentration im Blutserum ne-
gativ beeinflusste (102).
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5.4.2. IL-6

Es konnte keine Korrelation zwischen der IL-6-Konzentration im Speichel der Patienten und
der Auspragung einer oralen GvHD gezeigt werden. Die Erfassung der IL-6-Konzentration im
Speichel eignet sich den Ergebnissen dieser Studie zufolge nicht, um Rickschliisse auf das
Vorliegen einer oralen GvHD zu ziehen.

Bisher gibt es nur eine Studie, die eine Korrelation zwischen der IL-6-Konzentration im Spei-
chel von Patienten und dem Schweregrad einer oralen GvHD untersuchte (75). Fall-Dickson
et al. untersuchten 42 Patienten, die eine orale GvHD entwickelten zu einem Zeitpunkt nach
HSZT. Die IL-6-Konzentration im stimulierten Speichel der Patienten zeigte eine Korrelation
mit  der  Auspragung einer oralen GvHD (r= 0,49; p<0.01) (75).
Die Rolle von IL-6 bei der Entstehung einer GvHD ist nicht endgultig geklart. IL-6 bewirkt in
Anwesenheit von TGF-B die Entstehung von Th17-Zellen, welche autoimmune Gewebescha-
den verursachen und kénnte tber diesen Mechanismus an der Entstehung einer GvHD betei-
ligt sein (65, 66). In manchen Studien konnte ein Zusammenhang zwischen erhéhten IL-6-

Konzentrationen im Blut und der Entstehung einer GvHD gezeigt werden (68, 69).

5.4.3. IL-8

Es konnte in der vorliegenden Studie keine Korrelation zwischen der IL-8-Konzentration im
Speichel und der Auspragung einer oralen GvHD nachgewiesen werden. Diesem Ergebnis
zufolge eignet sich die IL-8-Konzentration im Speichel nicht als Biomarker fiir eine orale GvHD.
Es gibt bisher keine anderen Studien, die den Zusammenhang zwischen IL-8 im Speichel und
einer oralen GvHD untersucht haben.

Da gezeigt werden konnte, dass die IL-8-Konzentration im Blut einen geeigneten Biomarker
fur eine GvHD darstellt, ist die weitere Erforschung von IL-8 im Speichel und dessen Zusam-
menhang mit einer GVHD erstrebenswert (8, 84). Zwar konnte in der vorliegenden Studie keine
Korrelation zwischen den Blutserumwerten und den Speichelkonzentrationen von IL-8 beo-
bachtet werden, jedoch braucht es weitere Studien unter angepassten Versuchsbedingungen,

um eine solche Korrelation auszuschliel3en oder zu bestétigen.
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5.5. Limitierungen der Studie

In dieser Studie wurden slgA, IL-6 und IL-8 im Speichel von Patienten innerhalb eines Jahres
nach aHSZT untersucht und deren Zusammenhang mit einer oGvHD. Die Speichelprobenent-
nahmen fanden vor aHSZT, 100 Tage, 200 Tage und 365 Tage nach aHSZT statt. Die Inter-
valle zwischen den Patientenuntersuchungen wurden passend gewahlt, um die mogliche Ent-
wicklung einer GvHD zu erfassen. Ein Nachteil dieses Vorgehens ist, dass diese Intervalle
zwar fur eine cGvHD sinnvoll sind, jedoch die Beurteilung einer aGvHD einschranken. Die
ersten 100 Tage nach aHSZT sind meist kritisch fir die Entstehung einer aGvHD und die
vorliegende Studie liefert keine Daten Uber die Konzentrationen der Biomarker in diesem Zeit-
raum (16). Fur zukinftige Studien waren enger getaktete Untersuchungen, beispielsweise mo-
natliche Untersuchungen, innerhalb der ersten 100 Tagen nach aHSZT geeigneter.

Ein weiterer Optimierungsschritt ware die Testung der Speichelproben unmittelbar nach der
Entnahme und in zeitlichem Zusammenhang mit der Testung der Blutserumproben. Eine Li-
mitierung dieser Studie stellt die zeitverzégerte Testung der Speichelproben dar, wodurch eine
Veranderung der Speichelbestandteile durch bspw. Proteolyse nicht ausgeschlossen werden
kann. Eine unverzigliche Verarbeitung der Speichelproben und eine adaquate Lagerung bei
mindestens -80° C stellen Loésungen fir diese mdglichen Fehlerquellen dar.
Eine weitere Limitierung dieser Studie stellt das Fehlen einer Kontrollgruppe dar. Diese wurde
damit begruindet, dass der Fokus der Untersuchung auf der Veranderung von sigA, IL-6 und
IL-8 innerhalb eines Jahres nach aHSZT lag und deren Zusammenhang mit der Entstehung
einer GvHD. Der Vergleich der Biomarker-Konzentrationen zwischen stammzelltransplantier-
ten Patienten und gesunden Individuen, die keine HSZT erhielten, waren fir diese Fragestel-
lung nur bedingt von Vorteil gewesen. In vergleichbaren Studien wurden Kontrollgruppen aus
Patienten gebildet, die eine andere Art der Stammzelltransplantation erhielten oder aus

stammzelltransplantierten Patienten, die keine GvHD entwickelten (52, 53).
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Studie war es, den Konzentrationsverlauf des Immunglobulins sigA und
der Zytokine IL-6 und IL-8 im Speichel von Patienten nach aHSZT zu untersuchen und somit
deren Klinische Relevanz als Biomarker zu testen. Zu diesem Zweck wurden Speichelproben,
die von 35 stammazelltransplantierten Patienten zu vier Untersuchungszeitpunkten gesammelt
worden waren, untersucht. Der erste Untersuchungszeitpunkt (U1) fand vor aHSZT statt, der
zweite Untersuchungszeitpunkt (U2) 100 Tage nach aHSZT, der dritte Untersuchungszeit-
punkt (U3) 200 Tage nach aHSZT und der letzte Untersuchungszeitpunkt (U4) 365 Tage nach
aHSZT.

Es konnte keine signifikante Veranderung der slgA-Konzentration im Speichel der Patienten
zwischen den vier Untersuchungszeitpunkten U1-U4 festgestellt werden. Ebenso konnte keine
signifikante Veranderung der IL-6-Konzentration tber die vier Untersuchungszeitpunkte beo-
bachtet werden.

Bei der Analyse der IL-8-Konzentrationen Uber die Untersuchungszeitpunkte konnte eine sig-
nifikante Erhéhung von Ul zu U3 (p=0,019), von Ul zu U4 (p=0,002) und von U2 zu U4
(p=0,03) festgestellt werden.

Des Weiteren wurde das Vorliegen einer Korrelation zwischen den Konzentrationen von sigA,
IL-6 und IL-8 aus dem Speichel und den Konzentrationen von IgA, IL-6 und IL-8 aus dem
Blutserum untersucht. Weder fir slgA, noch fiir IL-6 und IL-8 konnte eine solche Korrelation
festgestellt werden. Diesen Ergebnissen zufolge kann durch Analyse der Konzentrationen von
slgA, IL-6 und IL-8 im Speichel kein Riickschluss auf die Konzentrationen von IgA, IL-6 und
IL-8 im Blutserum gezogen werden. Diese Ergebnisse bedeuten jedoch nicht, dass die Mes-
sung der Biomarker im Speichel fir die Untersuchung einer HSZT ungeeignet ist. Die Spei-
chelanalyse konnte zwar fiir die Erfassung systemischer Folgeerkrankungen nach HSZT un-
passend sein, aber bezogen auf lokale inflammatorische Prozesse in der Mundhdhle, stellt sie
eine potenzielle Alternative dar.

AbschlieRend wurde der Fragestellung nachgegangen, ob es einen Zusammenhang zwischen
den Konzentrationen von sIgA, IL-6 und IL-8 im Speichel der Patienten nach aHSZT und dem
Vorliegen einer oralen GvHD gibt. Fir slgA konnte eine geringgradige Korrelation mit der Aus-
pragung einer oGvHD beobachtet werden (r=-0,304, p=0,012). Fir IL-6 und IL-8 konnte kein
Zusammenhang zwischen der Speichelkonzentration und der Auspragung einer oGvHD fest-
gestellt werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie keine eindeutige klinische Relevanz fur sIgA, IL-6
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und IL-8 im Speichel als Biomarker fur die aHSZT und fiir eine oGvHD gezeigt werden. Nichts-
destotrotz konnten Ansatze flr weitere Untersuchungen identifiziert und Optimierungsvor-
schlage fur derartige Studien herausgearbeitet werden. Speichel ist ein einfach zugangliches
Untersuchungsmaterial und bietet einige Vorteile gegentber Blutproben. Es wird bereits in
Bereichen, wie der Hormonbestimmung und Krebsdiagnostik, eingesetzt (38, 42). Der Einsatz
der Speicheldiagnostik zur Biomarker-Bestimmung ist auch im Bereich der Stammzelltrans-
plantation denkbar. Vor allem fur die Diagnose und Verlaufsbeobachtung von Folgeerkrankun-
gen in der Mundhdhle, wie einer oralen Mukositis oder der oralen GvHD, ist der Einsatz von
Speichel naheliegend. Zum jetzigen Zeitpunkt existieren jedoch grofRe Unterschiede in der
Entnahme und Verarbeitung von Speichelproben, die zu groRen Diskrepanzen und zur er-
schwerten Vergleichbarkeit zwischen den Ergebnissen vorhandener Studien fuhren. Fir zu-
kunftige Untersuchungen ist es demnach erforderlich, standardisierte Entnahmeprotokolle zu
etablieren und eine optimierte Lagerung und Verarbeitung der Speichelproben zu gewahrleis-
ten. Erst, wenn gentigend solcher standardisierten Studien durchgefihrt wurden, kann eine
zuverlassige Aussage uber die klinische Relevanz von slgA, IL-6 und IL-8 im Speichel als

Biomarker fur eine aHSZT getéatigt werden.
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