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I. Kurze Darstellung  

1. Aufgabenstellung 
 
Ein wesentliches klinisches Problem in der Behandlung von Tumorerkrankungen stellt das 
individuell unterschiedliche Therapieansprechen der Patienten dar. Dabei werden als zu 
Grunde liegende Faktoren eine genetische Heterogenität der Tumoren, unterschiedliche 
Genexpression, das Tumormikromilieu und der Status des Immunsytems angesehen. 
Kenntnisse über diese Faktoren sind somit eine unabdingbare Voraussetzung für eine 
Individualisierung der Krebstherapie. Ziel des Verbund-Forschungsvorhabens PM6 war die 
Entwicklung von nicht-invasiven Detektionsmethoden für die tumorrelevanten molekularen 
Marker Hitzeschockprotein 70 (Hsp70: Teilprojekt Multhoff), High-Mobility-Group-Protein B1 
(HMGB1) und AnnexinA5 (Teilprojekt Gaipl). Den Schwerpunkt des Teilprojektes PM6e 
stellte der Nachweis des Apoptose-Inhibitors Survivin in Tumoren und im Serum von 
Patienten verschiedenster Tumorentitäten dar. Damit sollte eine individuelle Prädiktion des 
Therapieansprechens auf eine kombinierten Radiochemotherapie und ein möglichst eng- 
maschiges Monitoring des Therapieverlaufs ermöglicht werden. Darüber hinaus war es Ziel 
des Projektes, Voraussetzungen für einen späteren Einsatz von Nanostrukturierten Partikeln 
(NCap) zu erarbeiten, um Survivin-Antagonisten mittels zielgerichteter Modifikation der NCap 
vermehrt in das Tumorgewebe einzubringen, und die funktionelle Charakterisierung einer 
radiosensibilisierenden Wirkung der NCap.  

2. Voraussetzungen 
 
Eine Voraussetzung für die Durchführung des Verbundprojektes war die jahrelange 
Zusammenarbeit der Projektpartner auf dem Gebiet der Identifizierung von Tumorbiomarker. 
wobei die individuelle Expertise auf unterschiedlichen tumorrelevanten Faktoren der 
Stressantwort, Apoptose-Regulation und des Immunsystems lag. Die Partner haben im 
Rahmen des Projektes jährlich mindestens 2 Treffen und eine Reihe von Telefonkon- 
ferenzen durchgeführt. Darüber hinaus fanden Treffen der Projektpartner neben den 
regelmäßigen m4 Treffen mindestens 1x jährlich auf nationalen/internationalen Konferenzen 
statt, so dass ein reger Austausch der Projektmitglieder gewährleistet war. 
 
3. Planung und Ablauf des Vorhabens 
 
Für die Besprechung der einzelne Arbeitsschritte, des Projektzeitplans und Entwicklung der 
Meilensteine fand ein konsolidierendes Treffen in München statt, bei dem auch die zu 
untersuchenden Tumorentitäten festgelegt wurden. Dieser Plan sowie eventuelle Ab- 
weichungen wurden in regelmäßigen Telefonkonferenzen diskutiert und Änderungen 
besprochen. Die erhobenen Daten wurden in individuellen und gemeinsamen wissen- 
schaftlichen Arbeiten in international-renommierten Journalen regelmäßig publiziert.  
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4. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknüpft wurde 

  

 Wesentliche Voraussetzung für die Arbeiten waren eigene Vorarbeiten zur 
prognostischen und prädiktiven Relevanz des Apoptose-Inhibitors Survivin für das 
Therapieansprechen und den klinischen Verlauf bei Patienten unterschiedlicher 
Tumorentitäten, einschließlich des Rektum-, Anal- und Blasenkarzinoms. Darüber 
hinaus konnte von der Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass Survivin einen 
Strahlenresistenzfaktor darstellt, dessen therapeutische Hemmung zu einer 
signifikanten Strahlensensibilisierung unterschiedlicher Tumorzellen in vitro und im 
Tiermodell führt. Survivin kann entsprechend als vielversprechender prognostischer 
und prädiktiver Marker und Zielstruktur einer molekular zielgerichteten Therapie 
angesehen werden (1, 2, 4, 6). 

 Die medizinische Fachliteratur wurde über die medizinische Datenbank PubMed 
(www. PubMed.com; NCBI: National Center for Biotechnology Information) und 
entsprechende Online-Zugänge der Zeitschriften durch die Universitätsbibliotheken in 
Frankfurt bezogen. Zudem wurden internationale Tagungen besucht, um auf dem 
neusten Stand der Entwicklungen zu sein.  

 
5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen 
 
Im Rahmen der Laufzeit des Konsortiums wurden eine Reihe von Kontakten zu 
Biotechnologie-Firmen geknüpft, dabei erfolgte in der ersten Förderperiode eine Zusammen- 
arbeit mit der Firma GeneArt/Life Technologies GmbH, Regensburg, zur Herstellung 
spezifischer Fab-Antikörper. Eine Kooperation mit der Firma NanoScape GmbH, München 
zur Bereitstellung nanostrukturierter Partikel wurde über den gestellten Aufstockungsantrag 
realisiert. 

II.  Eingehende Darstellung 
 

1. Erzielte Ergebnisse 
 

Im Rahmen des m4 Projektes sollten nicht-invasive Verfahren entwickelt werden, die es 
ermöglichen, Biomarker im Blut von Tumorpatienten zu identifizieren und zu quantifizieren. 
Die dabei untersuchten Kandidaten waren das Hitzeschockprotein 70 (Hsp70), HMBG1, 
Annexin A5 und im Rahmen des Teilprojektes der Klinik für Strahlentherapie und Onkologie, 
Goethe-Universität Frankfurt am Main, der Faktor Survivin. Dazu wurden für die Unter- 
suchungen während der Laufzeit des Projektes Serum-/Plasmabanken von Patienten 
unterschiedlicher Tumorentitäten und von gesunden Probanden erstellt, mit den Projekt- 
partnern ausgetauscht und hinsichtlich der Markerexpression untersucht. 

Ein engmaschiges Monitoring der Survivinexpression während der Therapie sollte Aussagen 
über das Ansprechen der Patienten liefern. Entsprechend sollte eine nicht-invasive 
Detektionsmethode für Survivin etabliert und validiert werden. Die Bestimmung von Survivin 
aus Serumproben von Patienten wurde im Rahmen des Projektes sowohl mittels 
kommerziell erhältlicher ELISAs (Firmen R&D, Abcam), als auch durch die Etablierung 
eigener hoch-sensitiver Sandwich-ELISAs optimiert. Dabei erwiesen sich, trotz des 
Misserfolgs einer Bereitstellung eines Antikörpers durch die Firma Geneart, das individuell 
etablierte Testsystem als deutlich sensitiver als die kommerziellen Assays. Dabei lag der  
Detektionsbereich im Bereich von 15 pg/ml bis 2 ng/ml Survivin im Vergleich zu 30 pg/ml bis 
2 ng/ml Survivin bei kommerziellen Kits. Während der Testphase zeigte sich jedoch, dass bei 
einer Vielzahl Blutproben sowohl von Patienten als auch von Normalspendern die Survivin- 
konzentration unterhalb der Nachweisgrenze der Testsysteme lag. Aufgrund der geringen 
Survivinkonzentrationen im Serum der Patienten wurde deshalb in unserer Arbeitsgruppe 
eine Survivin-spezifischen Real-Time PCR aus EDTA-Blut etabliert und validiert. Mit Hilfe der 
optimierten Real-Time PCR gelang schließlich der Nachweis und die Quantifizierung von 
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Survivin-mRNA aus Blut von Patientenproben auch bei sehr geringen Konzentrationen. 
Weiterhin wurden klinische Parameter und der Krankheitsverlauf der Patienten erfasst und 
mit den Survivin-Expressionswerten korreliert. Diese Arbeiten werden weitergeführt, um eine 
ausreichend große Patientenanzahl und eine genügend lange Nachbeobachtungszeit für die 
endgültige Analyse zu gewährleisten. 

Survivin wird aufgrund einer erhöhten Expression in fast allen malignen Zellen bei 
gleichzeitig sehr geringer Expression in Normalzellen sowie seiner Strahlen- und 
Chemoresistenz-vermittelnden Eigenschaften als vielversprechende Zielstruktur für eine 
multimodale Tumortherapie angesehen (1, 2, 4, 6). Im Rahmen eines Aufstockungsantrags 
sollte deshalb ein innovativer Ansatz einer gegen Survivin zielgerichteten molekularen 
Therapie etabliert werden. Dazu wurden verschiedene kolorektale Tumorzellen mit einer 
gegen Survivin gerichteten siRNA behandelt und sowohl das klonogene Überleben nach 
Bestrahlung mit Hilfe eines die in vivo-Situation besser widerspiegelnden 3-dimensionalen 
Überlebensassays, die Apoptoserate, Zellzyklusverteilung, Migration und Invasion der 
Tumorzellen mit Kontrollzellen verglichen (8). Dabei zeigte sich eine signifikante 
Strahlensensibilisierung, verbunden mit einer erhöhten Anzahl residueller DNA-Schäden, 
eine verminderte Migration und eine signifikant verringerte Invasion von vier verschiedenen 
kolorektalen Tumorzellen nach Survivin-Depletion unabhängig von Apoptose und Zellzyklus. 
In weiteren Versuchen konnte die exosomale Sekretion und Aufnahme des extrazellulär 
vorliegenden Proteins durch andere Tumorzellen gezeigt werden. Exosomales Survivin 
führte zudem zu einem erhöhten zellulären Überleben nach Bestrahlung und einer 
verbesserten Reparatur strahleninduzierter DNA-Doppelstrangbrüche. Zur Optimierung des 
spezifischen Transports von Survivin-Antagonisten an Tumorzellen wurde zudem die 
effiziente Aufnahme von mit dem cmHsp70.1 Antikörper-gekoppelten (Projektpartner G. 
Multhoff, Teilpojekt PM6c) HSA-Nanopartikeln durch verschiedene Tumorzelllinien getestet. 
Dabei zeigte sich eine verbesserte Inkorporation (Glioblastom, kolorektales Karzinom) im 
Vergleich zu IgG-Kontroll-gekoppelten Nanopartikeln. Folgerichtig resultierte die Beladung 
der cmHsp70.1 Oberflächen-gekoppelten Nanopartikel mit gegen Survivin gerichteter small 
hairpin RNA (shRNA) in einer stärkeren Inhibition der Survivin-Expression und 
Strahlensensibilisierung sowohl von kolorektalen Tumor- als auch Glioblastomzellen (7). 

Parallel dazu wurden Survivin Antagonisten (small molecule Inhibitor YM155) vom 
Projektpartner NanoScape hergestellt. Der Vergleich dieser Substanz hinsichtlich der 
Survivin-Hemmung in Western Blot und Koloniebildungsassays mit kommerziell erhältlichem 
YM155 in Tumorzellen verschiedener Entitäten zeigte eine äquivalente Wirksamkeit. Diese 
Survivin-Antagonisten wurden daraufhin in neuartige nanostrukturierte NCap Partikel vom 
Projektpartner verpackt und mit den vom Projektpartner Multhoff etablierten cmHsp70.1 
Antikörper gekoppelt. Zunächst wurde mikroskopisch die Aufnahme verschiedener Chargen 
der NCap-Partikel in sowohl ungelabeltem, unbeladenem Zustand als auch nach Beladung 
mit dem Survivin-Antagonisten sowie mit und ohne Kopplung des tumorspezifischen 
cmHsp70.1 Antikörper (Projektpartner Multhoff und Gaipl) durch verschiedene Tumorzellen 
(Glioblastom, kolorektales Karzinom) verglichen. Dabei zeigte sich eine effektive Aufnahme 
sowohl ungelabelter, unbeladener als auch mit Survivin-Antagonisten beladener und 
Oberflächen-gekoppelter Partikel. Mittels eines 3D Überlebensassays wurden sowohl der 
Einfluss der verschiedenen Partikelpräparationen auf das basale Überleben von 
verschiedenen Tumorzelllinien als auch die Wirksamkeit in Kombination mit Bestrahlung 
getestet. Hier zeigte sich insbesondere eine gute Verträglichkeit der unbeladenen NCap-
Partikel ohne Toxizität auch bei sehr hohen Konzentrationen. Dieses Ergebnis ist im Hinblick 
auf eine spätere Anwendung der Partikel sowohl in vivo im Tiermodell als auch im Patienten 
hochrelevant. Die Behandlung verschiedener Tumorzellen mit YM155-Nanopartikeln 
resultierte dagegen sowohl in einer konzentrationsabhängig verminderten Survivin-
Expression, einem verminderten basalen Überleben als auch in einer Strahlen- 
sensibilisierung, während sowohl die effiziente Beladung der NCap Partikel als auch die 
Oberflächenkopplung mit cmHsp70.1 im Hinblick auf zukünftige in vivo Untersuchungen 
einer Optimierung über die Laufzeit des Projektes hinaus bedürfen. 
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2. Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere der Verwertbarkeit der Ergebnisse und der 
    Erfahrungen 

Der Apoptose-Inhibitor Survivin besitzt ein hohes Potential als prognostischer/prädiktiver 
Marker bei einer Vielzahl von Tumorentitäten und Survivin-Antagonisten werden derzeit in 
Phase I/II klinischen Studien auf ihre Wirksamkeit geprüft. Da die ersten Daten dieser 
Studien als vielversprechend angesehen werden, kann von einem zunehmenden Bedarf an 
routinemäßig durchzuführenden Testsystemen zum Nachweis von Survivin ausgegangen 
werden. Dies könnte sowohl prätherapeutisch für die Auswahl maximal profitierender 
Patienten als auch für eine Therapieverlaufskontrolle von hohem Nutzen sein und rasch auf 
andere Tumorarten übertragen werden. Trotz wesentlicher Fortschritte in der Entwicklung 
molekular zielgerichteter Therapien und deren Wirkstoffe stellt eine tumorspezifische 
Anreicherung und Freisetzung in der Tumorzelle noch eine technische und klinische 
Herausforderung dar. Eine Möglichkeit bietet in diesem Zusammenhang die Etablierung von 
nanopartikulären Trägersystemen dar. Diese Partikel können über spezifische Oberflächen- 
kopplung z.B. mit tumorspezifischen Antikörpern gegen die membranständige Form von 
Hsp70 zu einer Akkumulation der Wirksubstanz und Steigerung der Effektivität führen. 
Entsprechend ist geplant weitere Forschungsantrage einzureichen, um eine Survivin-basierte 
Therapie mit Hilfe von tumorspezifischen Oberflächen-gekoppelter nanopartikulären 
Trägersystemen zu validieren und insbesondere im Tiermodell in Kombination mit einer 
hochpräzisen Bestrahlungsvorrichtung für Kleintiere hinsichtlich einer verbesserten 
Tumorkontrolle zu testen. Dabei sollen verschiedene tumorspezifische Oberflächenmoleküle 
sowie Survivin-Antagonisten in Kooperation mit bereits etablierten und neuen 
Projektpartnern getestet werden. Diese Studien sollen langfristig zu einer verbesserten 
Tumortherapie beitragen.  

3. Während der Durchführung des Vorhabens dem Zuwendungsempfänger bekannt 
gewordene Fortschritte auf diesem Gebiet bei anderen Stellen 
 
Während der kompletten Laufzeit des Projektes wurden keine Informationen von Dritter Seite 
bekannt (Publikationen, Kongressbeiträge), die einen erfolgreichen Fortschritt und Abschluss 
des Projektes gefährden hätten können.  
 
4. Erfolgte oder geplante Veröffentlichung der Ergebnisse 
 
Die Ergebnisse des Teilprojektes und der Kooperation mit den anderen Projektpartnern sind  
in insgesamt 14 Manuskripten zusammengefasst und publiziert worden, die in den 
entsprechenden Berichtsblättern dargestellt sind (siehe separate Anlage). Weitere 
gemeinsame Arbeiten sind für die Zukunft geplant. 
 
(III. Kurzfassung des Schlussberichts) 
 

Ein Problem der Tumorbehandlung stellt das individuell in weiten Grenzen variierende 
Ansprechen der Patienten auf eine Therapie mit Chemo- und Radiotherapie dar. Biologische 
Indikatoren für das Ansprechverhalten sind daher von hohem klinischem Interesse. Im 
Rahmen des Verbund-Forschungsvorhabens wurden nicht-invasive Detektionsmethoden für 
die tumorrelevanten Marker Hitzeschockprotein 70 (Hsp70), High-Mobility-Group-Protein B1 
(HMGB1), AnnexinA5 und für den Apoptose-Inhibitor Survivin etabliert und in 
unterschiedlichen Tumorentitäten getestet. Dabei erwies sich insbesondere die Detektion 
von liposomalen Hsp70 Protein als vielversprechendes System (10, 12), während ein 
Nachweis von Survivin trotz wesentlicher Steigerung der Sensitivität des ELISA-
Nachweissystems nur bedingt möglich war. Dies gelang jedoch durch den Einsatz einer 
hochspezifischen PCR-Reaktion. Ein leicht anzuwendendes Nachweisverfahren kann 
langfristig zur Selektion geeigneter Patienten und zur Verlaufskontrolle zielgerichteter 
Therapiestrategien bei einer Vielzahl von Tumorentitäten eingesetzt werden. Zudem stellen 
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valide und etablierte Biomarker, insbesondere bei selektiver Überexpression im 
Tumorgewebe, sinnvolle Faktoren einer molekular zielgerichteten Tumortherapie dar. Daher 
richten sich Hoffnungen für die Verbesserung des individuellen Therapieerfolges auf 
neuartige multimodale Konzepte unter Einbeziehung von sog. „targeted therapy“ Optionen 
und einer Steigerung der Tumorselektivität und Effektivität durch nanostrukturierte Träger- 
systeme (Nanopartikel: NP). Im Rahmen des Projektes wurden dazu Grundlagen 
geschaffen, um Survivin-Antagonisten über unterschiedliche Arten von NP und Kopplung 
beispielsweise mit Hsp70-spezifischen Antikörpern gezielter in Tumorzellen einzubringen. 

 (IV. Berichtsblatt / Publikationen) 

 

In Rahmen des Projektes sind folgende Arbeiten mit Benennung des BMBF als  
Förderinstrument publiziert worden. 

1. Sprenger T, Rödel F, Beissbarth T, Conradi L, Rothe  H, Homayounfar K, Wolff H, Ghadimi M, 
Yildirim M, Becker H, Rödel C, Liersch T. Failure of down-regulation of Survivin expression 
following neoadjuvant chemoradiation in rectal cancer is associated with distant metastases 
and shortened survival. Clin Cancer Res 2011;17:1623-31. Geteilte Erstautorenschaft 
 

2. Rödel F, Reichert S, Sprenger T, Gaipl US, Mirsch J, Liersch T, Fulda S, Rödel C. The role of 
survivin for radiation oncology: moving beyond apoptosis Inhibition. Curr Med Chem  
2011;18:191-9 
 

3. Reichert S, Reinboldt V, Hehlgans S, Efferth T, Rödel C, Rödel F. A radiosensitizing effect of 
artesunate in glioblastoma cells is associated with a downregulation of the inhibitor of 
apoptosis protein survivin. Radiother Oncol 2012;103:394-401. 
 

4. Rödel F, Sprenger T,  Kaina B, Liersch T, Rödel C., Fulda S, Hehlgans S. Survivin as a 
prognostic/predictive molecular maker and therapeutic target in cancer therapy. Curr Med 
Chem 2012,19,3679-88. 
 

5. Frey B, Stache C, Schulz K, Rubner Y, Sieber R,  Semrau S, Rödel F, Fietkau R, Gaipl US. 
Combined treatment of human colorectal tumor cell lines with chemotherapeutic agents and 
ionizing irradiation can in vitro induce tumor cell death forms with immunogenic potential. J 
Immunotoxl 2012;9:301-13. 
 

6. Fraunholz I, Rödel C, Distel L, Kohler D, Falk S, Rödel F. High survivin expression as a risk 
factor in patients with anal carcinoma treated with concurrent chemoradiotherapy, Radiat 
Oncol. 2012;7:88. 
 

7. Gaca S, Reichert S, Multhoff G, Hehlgans S, Botzler K, Rödel C, Kreuter J, Rödel F. Targeting 
and radiosensitization of glioblastoma cells by cmHsp70.1-antibody coated and survivin 
miRNA plasmid-loaded nanoparticles. J Control Release 2013;172:201-206.  
 

8. Hehlgans S, Petraki C, Reichert S, Cordes N, Rödel C, Rödel F. Double targeting of Survivin 
and XIAP radiosensitizes 3D grown human colorectal tumor cells and decreases migration. 
Radiother Oncol 2013;108:32-39. 
 

9. Gaipl US, Multhoff G, Scheithauer H, Lauber K, Hehlgans S, Frey B, Rödel F. Kill and spread 
the word: Stimulation of anti-tumour immune responses in the context of radiotherapy. 
Immunotherapy 2014;6:597-610. 
 

10. Breuninger S, Erl J, Knape C, Bayer C, Thorsteinsdottir J, Gaipl US, Rödel F, Multhoff G. 
Quantitative analysis of liposomal Hsp70 in the blood of tumor pateints using a novel lipHsp70 
ELISA. J Clin Cell Immunol 2014;5:264 
 

11. Rödel F, Frey B, Multhoff G, Gaipl U. Contribution of the immune system to non-targeted 
effects of ionizing radiation. Cancer Lett 2015;356:105-13. 
 



 6 

12. Specht H, Ahrens N, Blankenstein C, Duell T, Fietkau R, Gaipl U, Günther C, Gunther S,  Habl 
G, Hautmann H, Hautmann M, Huber R, Molls M, Offner R, Rödel C, Rödel F, Schuetz M, 
Combs S, Multhoff G. Heat shock protein 70 (Hsp70) peptide activated Natural Killer (NK) 
cells for the treatment of patients with non-small cell lung cancer (NSCLC) after 
radiochemotherapy – from preclinical studies to a clinical phase II trial. Front Immunol 
2015;6:162. 
 

13. Hehlgans S, Oppermann J, Reichert S, Fulda S, Rödel C, Rödel F. The SMAC mimetic BV6 
sensitizes colorectal cancer cells to ionizing radiation by interfering with DNA repair processes 
and enhancing apoptosis. Radiat Oncol 2015;10:198. 
 

14. Frey B, Hehlgans S, Rödel F, Gaipl U. Modulation of inflammation by low and high doses of 
ionizing radiation – implications for benign and malign diseases. Cancer Lett 2015. Epub 
ehead of print. 
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cells and in patient's serum has prognostic and predictive relevance and may display a prerequisite for marker based molecular 
therapies. Indeed, due to its universal over expression in malignant tissue, and its prominent role at disparate networks of cellular 
division, intracellular signaling, apoptosis and adaption to unfavorable surroundings, survivin has been shown to be a suitable 
target for a targeted therapy. The applicability of survivin driven strategies in clinical practice is currently under investigation as the 
first survivin antagonists (small molecule inhibitors, antisense oligonucleotides and immunotherapy) successfully entered phase 
I/II trials. Taken together, these data provide a rationale for the implementation of both, survivin as a molecular diagnostic tool and 
survivin targeted therapies, within future clinical practice. 
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also the combinations of Oxp or 5-FU with X-ray and X-ray alone resulted in high necrosis rates at later time points after 
treatment. Inhibition of apoptosis increased the amount of necrotic tumor cells, suggesting that a programmed form of necrosis 
can be induced by CT + X-ray. 5-FU and Oxp alone or in combination with X-ray and Irino plus X-ray were most effective in 
increasing the expression of RIP, IRF-5, and p53, proteins involved in necrotic and apoptotic cell death pathways. All treatments 
further resulted in the release of the immune activating danger signals high-mobility group box 1 (HMGB1) and heat shock protein 
70 (HSP70). The supernatants of the treated tumor cells induced maturation of dendritic cells. It is, therefore, concluded that 
combination of CT with X-ray is capable of inducing in vitro cell death forms of colorectal tumors with immunogenic potential. 
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Elevated levels of the stress-inducible heat shock protein 70 (Hsp70) in the peripheral circulation have been reported for many 
tumor entities. In line with these findings we have shown that Hsp70 membrane-positive tumor cells actively release Hsp70 in 
exosome-like lipid vesicles. Since most commercial Hsp70 Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISAs) are not validated for 
the detection of liposomal Hsp70 in serum, the lipHsp70 ELISA was established using the monoclonal antibody cmHsp70.1 as a 
detection reagent. This antibody has been reported to recognize free and membrane-bound Hsp70 on living tumor cells. 
Validation of the ELISA showed a high assay precision and linearity in a concentration range of 0.36-17.4 ng/ml. A comparison of 
the recovery of spiked Hsp70 in buffer and serum samples revealed a significantly better recovery using the lipHsp70 ELISA 
compared to a commercial ELISA. With respect to lipid-associated Hsp70 a tenfold higher recovery was found with the lipHsp70 
ELISA compared to the commercial ELISA. The analysis of blood samples of healthy human volunteers (n=114) revealed a mean 
serum Hsp70 concentration of 6.4 ± 2.7 and 2.8 ± 1.3 ng/ml, respectively, using the lipHsp70 and the control ELISA. No significant 
age-related differences in Hsp70 serum levels were detected. The lipHsp70 ELISA is equally suitable for serum and plasma and 
the measured Hsp70 concentrations were not impacted by food intake, repeated freezing and thawing of the sample or moderate 
hemolysis. A comparison of the Hsp70 levels in patients with head and neck, lung, colorectal, pancreatic cancer, glioblastoma or 
hematological malignancies and healthy human volunteers revealed significantly higher levels in tumor patients. In summary, the 
lipHsp70 ELISA provides a highly sensitive and robust method for measuring liposomal and free Hsp70 in serum and plasma and 
thus could provide a useful tool for tumor detection and for monitoring the clinical outcome of patients. 
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