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1 Abstract

Sex differences in surface antigen expression of peripheral blood mononuclear cells after

pancreatectomy or oesophagectomy

Background: Clinical studies have observed a higher risk in men for Systemic Inflammatory
Response Syndrome (SIRS) or sepsis. But women have a higher case fatality rate in case of such
a complication. A post-operative decrease in human leukocyte antigen-DR (HLA-DR) is a
potential marker for these entitited and as an indicator of globally impaired immunologic
competence. The purpose of this study was to determine sex differences in postoperative HLA-
DR-Expression. Additionally, postoperative infections were compared between male and female

patients.

Methods: 38 patients who underwent either pancreatectomy or oesophagectomy were enrolled
in this study. HLA-DR on monocytes in 21 men and 17 women were observed before surgery till
post operative day 5 (PODS). Postoperative infectious complications and the development of

SIRS were furthermore compared from POD1 till POD9.

Results: Both groups had a significant decrease in HLA-DR after surgery until POD2. There
was an increase in HLA-DR expression from POD2 on with higher expressions in women. The
HLA-DR-Expression on monocytes was significantly lower in men on POD3, POD4 and PODS.

There were no sex differences found in postoperative infectious complications or SIRS.

Conclusion: There was a decrease in HLA-DR-Expression found in both groups after surgery.
The sex differences on POD3 till PODS5 possibly suggest an increased susceptibility for men to
develop postoperative infectious complications or SIRS, however this could not be elucidated

through this study, with further research being warranted.

Keywords: Sex differences, HLA-DR exxpression, postoperative infection



Charité — Universititsmedizin Berlin Abstract

Einfluss des Geschlechts auf die postoperative HLA-DR-Expression nach elektiver

Pankreas- oder Osophagusresektion

Hintergrund: Studien beschreiben ein hoheres Risiko fiir Madnner an systemic inflammatory
response syndrome oder Sepsis zu erkranken. Bei Frauen ist dagegen die Letalitdt erhdht, wenn
sie eine solche Komplikation erleiden. Humanes Leukozyten Antigen-DR (HLA-DR) kann als
monozytdres Oberflichenmolekiil und aufgrund des postoperativen Abfalls einen Marker
darstellen, der mit Infektionen assoziiert sein kann. Das Ziel dieser Arbeit war, den Einfluss des
Geschlechts auf die postoperative HLA-DR-Expression der Monozyten und auf die

postoperative Infektionsrate bzw. auf SIRS zu untersuchen.

Methoden: Die Daten wurden bei 38 Patienten nach elektiver Pankreas- oder
Osophagusresektion mit vorliegender Zustimmung der Ethikkommission und schriftlichem
Einverstindnis der Patienten erhoben. Die Gruppeneinteilung erfolgte in Méanner (n=21) und
Frauen (n=17). Bei allen Patienten wurde die Expression vom HLA-DR vor der Operation und
an den ersten fiinf postoperativen Tagen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. AuBerdem
wurden postoperative Komplikationen an den ersten neun Tagen nach der Operation, die
entsprechend der Centre of Disease Control and Prevention - Definitionen, bzw. Hospital-
Aquired Pneumonia - Kriterien oder nach den Kriterien der 'Society of Critical Care Medicine
Consensus Conference' erfasst wurden, dokumentiert. Alle ZielgroBen wurden zunichst mit der
Methode der explorativen Datenanalyse untersucht und deskriptiv ausgewertet. Der Verlauf der
HLA-DR-Expression wurde iiber den gesamten Zeitraum mit Hilfe der multivariaten

nichtparametrischen Analyse fiir longitudinale Daten nach Brunner analysiert.

Ergebnisse: Nachdem sich Ménner und Frauen vor der Operation nicht in ihrer HLA-DR-
Expression unterschieden, kam es postoperativ zundchst in beiden Gruppen zu einem
signifikanten HLA-DR-Abfall bis zum 2. postoperativen Tag. Ab dem 2. postoperativen Tag
stiegen die HLA-DR-Werte bei allen Patienten wieder an, wobei der Anstieg bei den Frauen
starker ausfiel. Signifikante Unterschiede in der HLA-DR-Expression zwischen Médnnern und
Frauen konnten am 3., 4. und 5. postoperativen Tag notiert werden. Ein Unterschied zwischen
den Gruppen beziiglich der postoperativen Infektionen bzw. dem systemic inflammatory

response syndrome wurde nicht beobachtet.
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Schlussfolgerung: Postoperativ kam es sowohl bei Méannern als auch bei Frauen zu einem HLA-
DR Abfall. Bei den Patienten konnte nach diesen groBen operativen Eingriffen ein signifikanter
HLA-DR Unterschied zwischen den Geschlechtergruppen am 3.-5. postoperativen Tag gefunden
werden. HLA-DR wurde als pradiktiver Marker fiir postoperative Infektionen nicht bestitigt,
wobei zur Sicherung der Aussage zur Beurteilung der Geschlechterunterschiede in der
postoperativen HLA-DR-Expression in Bezug auf die Infektionsrate grofere Patientenkollektive

notwendig sind.

Schliisselworter: Geschlechterunterschiede, HLA-DR-Expression, postoperative Infektion
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3 Einleitung

3.1 Klinische Relevanz

Im Jahr 2009 wurden in deutschen Krankenhdusern 14,4 Millionen Operationen durchgefiihrt
[1]. Trotz eines hohen klinischen Standards und optimaler postoperativer
Versorgungsmoglichkeiten kann das Auftreten von nosokomialen Infektionen oftmals nicht
verhindert werden. Mit einer mittleren Infektionsrate von 0,9 — 7,9 % gilt die postoperative
Wundinfektion als héufigste Infektion nach chirurgischen Eingriffen [2]. Einige Patienten
erkranken postoperativ beispielsweise auch an Harnwegsinfektionen und Pneumonien und
erleiden Komplikationen bis hin zum systemic inflammatory response syndrome (SIRS) oder zur
Sepsis [3]. Die Betroffenen miissen in diesem Fall eventuell mit ldnger anhaltenden Schmerzen
und Funktionseinschrinkungen rechnen. AufBerdem konnten Folgeoperationen ndtig sein.
Schlimmstenfalls kann der Tod durch nicht beherrschbare Infektionen eintreten [4].

Auch 6konomisch wirken sich postoperative Komplikationen negativ auf das Krankenhaus aus.
Die Kosten steigen durch die Verlingerung der Verweildauer im Krankenhaus sowie durch
zusétzliche diagnostische und therapeutische MaBnahmen, die aufgrund der Infektion
durchgefiihrt werden miissen [5, 6].

Aus diesem Grund haben eine frithe Diagnose von Infektionen und die gezielte Behandlung
einen sehr hohen Stellenwert im klinischen Alltag.

Das monozytdre Oberflichenmolekiil Humanes Leukozyten Antigen-DR (HLA-DR) konnte
einen Marker darstellen, der Infektionen vor ihrer klinischen Manifestation erkennen lasst [7-
12]. Da die Messung von HLA-DR schnell, einfach und kostengiinstig ist, konnte sie hilfreich in
der Routineiiberwachung vor allem von intensivmedizinischen Patienten sein, da diese besonders

hiufig an Infektionen erkranken [13].

10
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3.2 Postoperative immunologische Verinderungen

Eine Operation stellt eine besondere Herausforderung fiir den menschlichen Korper dar. Auf
operative Eingriffe reagiert das Immunsystem mit einer veridnderten Freisetzung von pro- und
anti-inflammatorischen Zytokinen, was wiederum zu einer Anderung in der zelluliren und
humoralen Immunantwort fiihrt [14]. Dieses immunologische Ungleichgewicht kann die
Entstehung postoperativer Komplikationen begiinstigen [9, 15]. AuBerdem wird die
Immunreaktion nach operativen Eingriffen neben dem Geschlecht durch verschiedene Faktoren

beeinflusst, die im Folgenden nidher beschrieben sind.

3.3 Geschlechterunterschiede und deren Einfluss auf das Immunsystem

Das Geschlecht ist ein nicht dnderbares Risiko und gehdrt daher zu den sogenannten natiirlichen
Risikofaktoren fiir postoperative Komplikationen [16].

In Tierversuchen wurde nachgewiesen, dass weibliche Tiere eine bessere posttraumatische
Immunreaktion haben als ménnliche und somit ein besseres Uberleben aufweisen [17, 18].

In klinischen Studien konnten diese Ergebnisse teilweise bestitigt werden. Es wurde bei
Mainnern in fritheren Publikationen eine hohere Anfalligkeit fiir postoperative Komplikationen
beschrieben. In der Studie von Offner et al. hatten die ménnlichen Patienten ein mehr als doppelt
so hohes Risiko fiir postoperative Infektionen [19]. Einen Unterschied zeigten auch Gannon et
al. Bei ihnen erkrankten Ménner postoperativ 1,6 mal hiufiger an einer Pneumonie als Frauen
[20]. Ein moglicher Erkldrungsansatz hierfiir ist, dass Androgene fiir die posttraumatische
Immundepression bei Minnern verantwortlich gemacht werden, wéhrend weibliche
Sexualhormone iiber protektive Eigenschaften verfligen [17].

Wihrend Miénner offensichtlich ein hoheres Risiko fiir Infektionen haben, wird bei Frauen, wenn
sie eine Infektion erleiden, eine hohere Letalitdt beschrieben. Eachempati et al. demonstrierten in
ithrer Studie das weibliche Geschlecht als unabhingigen Pradiktor fiir eine erhéhte Mortalitét bei
Patienten mit einer Infektion auf der Intensivstation. Bei iiber 80-jdhrigen Frauen war das
Mortalitéitsrisiko ungefahr doppelt so hoch [21]. Nachtigall et al. konnten mehr als ein Jahrzehnt
spiater zwar keine Geschlechterunterschiede beziiglich des Outcomes auf chirurgischen
Intensivstationen feststellen. Bei Patienten mit Sepsis war die Mortalitdt bei Frauen aber um fast

70% signifikant erhoht [22]. 2009 konnten Combes et al. zudem aufzeigen, dass Frauen im

11
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Vergleich zu Méannern ein erhohtes Risiko aufweisen, an nosokomialen Infektionen zu sterben

[23].

3.4 Weitere Einflussfaktoren auf das Immunsystem

Neben dem Geschlecht gehort das Alter zu den natiirlichen Risikofaktoren fiir postoperative
Komplikationen. Ab 50 bis 65 Jahren stellt das Alter ein Risiko fiir postoperative Infektionen dar
und ab diesem Zeitpunkt steigt das Infektionsrisiko mit jedem Dezennium an [16].

AuBerdem ziihlen Ubergewicht, Alkohol und Rauchen zu den hiufigsten unabhiingigen
Risikofaktoren. Extremes Ubergewicht ist insbesondere nach orthopidischen, kardiologischen,
traumatologischen und gynidkologischen Operationen mit einer bis zu 36 % erhohten
postoperativen Komplikationsrate im Vergleich mit normalgewichtigen Patienten assoziiert [24].
Bei Patienten mit Alkoholkrankheit kann ebenfalls ein Zusammenhang mit einer erhohten
postoperativen Mortalitdt gestellt werden. Es verlédngert sich der intensivmedizinische Aufenthalt
ebenso wie der gesamte Krankenhausaufenthalt [25]. Rauchen erh6ht nachweislich das Risiko
fir Wundinfektionen und postoperative Mortalitdt. Zusdtzlich ist die Verweildauer im
Krankenhaus verlidngert [26].

Die Narkoseklassen der ,,American Society of Anesthesiologists“ (ASA) sind ebenfalls ein
wichtiger Risikofaktor fiir das Auftreten von postoperativen Infektionen. Bei Patienten der ASA
Klassen I und II treten seltener postoperative Wundinfektionen auf als bei Patienten mit den
ASA Klassen III, IV oder hoher [27].

Auch die Art der Operation hat Einfluss auf den postoperativen Verlauf. Der HLA-DR-Abfall
korreliert mit der GroBe des operativen Eingriffs [28].

Priaoperativer Stress in Form von Schmerzen, die anhand der numerischen analogen
Schmerzskala (NAS) erhoben werden kdnnen, fiihrt zu einer Suppression pro-inflammatorischer

Zytokine und kann somit ebenfalls einen Risikofaktor darstellen [29, 30].

3.5 Monozytenfunktion und HLA-DR-Expression

Monozyten bilden als Zellen der myeloischen Reihe die Vorlduferzellen der gewebestéindigen
Makrophagen und dendritischen Zellen. Nach direkter oder indirekter Aktivierung {ibernehmen
sie wichtige Aufgaben der Immunabwehr. Sie prédsentieren prozessierte Antigene an T-
Lymphozyten und setzen Zytokine frei, um die humorale und zelluldire Immunantwort

einzuleiten [11].

12
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Hierbei nimmt HLA-DR eine wichtige Rolle ein. Das glykosylierte Membranprotein wird auf
der Zelloberfliche von Antigenprisentierenden Zellen (APZ) wie Monozyten, Makrophagen,
dendritischen Zellen und B-Lymphozyten exprimiert [31]. Die genaue Aufgabe liegt in der
Prisentation von prozessierten Antigenen an ,,Cluster of Differentiation 4“ (CD4) positive T-
Zellen, um so die spezifische Immunantwort einzuleiten und potentielle Pathogene wirksam zu
entfernen (Abbildung 1) [31]. Misst man die Expression von HLA-DR-Molekiilen auf
Monozyten mittels Durchflusszytometrie, kann der funktionelle Status der Zellen abgeschétzt

werden [13].

T-Zell
Rezeptor

CD4+

T-Helfer Zelle

Abbildung 1: Antigen-Prisentation [32]

3.5.1 Einfluss von Operationen auf die HLA-DR-Expression

Mehrere Studien haben gezeigt, dass grofle chirurgische Eingriffe zu einem postoperativen
Abfall der HLA-DR-Expression fithren. Die Monozyten sind durch das operative Trauma in
ithrer Funktion negativ beeinflusst und in ihrer Reaktionsfihigkeit vermindert. Dies hat eine
verdnderte Antigenprédsentation zur Folge, die durch eine reduzierte HLA-DR-Expression
charakterisiert ist [8, 33, 34]. Es gibt Studien, die eine postoperative Abnahme der HLA-DR-
Expression in der Thoraxchirurgie beschreiben [9, 35, 36]. Auch bei Traumapatienten [10, 14,
37, 38] und Patienten mit Brandverletzungen [39] fand sich ein Abfall von HLA-DR. In der
Viszeralchirurgie wurden Studien verdffentlicht, die ebenfalls einen Abfall der HLA-DR-
Expression nach einem groBen Eingriff beschreiben [8, 40-44].

13
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3.5.2 Einfluss des Geschlechts auf die HLA-DR-Expression

Im Jahr 2005 wurde bereits eine Studie zu Geschlechterunterschieden in der HLA-DR-
Expression ver6ffentlicht [42]. In der einzigen Publikation zu diesem Thema untersuchten Ono
et al. 25 Patienten (16 ménnlich, 9 weiblich), die sich einer Gastrektomie unterzogen, unter
anderem in Bezug auf die HLA-DR-Expression und die postoperativen Komplikation wie
Infektionen und SIRS. Allerdings wurde die HLA-DR-Expression nur an zwei Zeitpunkten - vor
und nach der Operation - ausgewertet. Prdoperativ konnten Ono et al. keine Unterschiede in der
HLA-DR-Expression zwischen den Geschlechtern feststellen. Postoperativ kam es nur bei
Mainnern zu einem signifikanten Abfall der HLA-DR Werte.

Beziiglich der Entstehung von postoperativen Infektionen oder SIRS konnten sie in ihrer Arbeit

keine Unterschiede zwischen Méannern und Frauen notieren.

3.5.3 HLA-DR als pridiktiver Marker

Die HLA-DR-Expression wurde in bisherigen Studien kontrovers als pridiktiver Marker fiir
postoperative Infektionen diskutiert. Aulerdem konnte die detaillierte Pathophysiologie, die zum
HLA-DR-Abfall fiihrt, bis heute noch nicht endgiiltig entschliisselt werden [28]. In
unterschiedlichen Patientenpopulationen konnte gezeigt werden, dass eine verminderte HLA-
DR-Expression mit einer erhdhten Infektionsrate einhergeht [7-12]. Andere, teilweise aktueller
publizierte Studien widersprachen dieser Aussage. Sowohl Perry et al. als auch Oczenski et al.
konnten zeigen, dass eine verminderte HLA-DR-Expression nicht mit einem schlechteren
Outcome assoziiert ist [35, 45]. Mokart et al. beschrieben in ihrer Studie im Jahr 2011, dass sie
keine Relation zwischen HLA-DR-Abfall und Sepsis finden konnten [44]. Ono et al. konnten bei
Patienten nach Gastrektomie ebenfalls keinen Zusammenhang mit postoperativen Infektionen
herstellen, vermuten jedoch die geringe Patientenzahl (n = 25) als Ursache hierfiir [42].

2010 versuchten Lukaszewicz et al. vergeblich HLA-DR als Biomarker fiir Immunkompetenz in
Intensivpatienten nachzuweisen [31]. 2009 haben sie in einer Studie mit 283 Patienten, die
aufgrund verschiedener Ursachen intensivpflichtig waren, gezeigt, dass persistierend niedrige
HLA-DR Werte mit nosokomialen Infektionen assoziiert sind [46].

Auch Handy et al. fanden einen signifikanten Abfall der HLA-DR-Expression bei Patienten nach
kleineren chirurgischen Eingriffen und nicht - wie in frither beschriebenen Studien - nur nach

groflen operativen Eingriffen. Sie beschrieben den HLA-DR-Abfall sowohl als Prozess der

14
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Down-Regulierung als auch als ein Phdnomen, das lediglich durch die postoperativ vermehrte
Freisetzung von unreifen Monozyten, die weniger HLA-DR exprimieren, widergespiegelt wird

[47].
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4 Fragestellung

GroBe chirurgische Eingriffe wie in der Thorax-, Trauma- und Viszeralchirurgie beeinflussen
die postoperative Immunreaktion. Es kommt nach einer Operation zu einer verminderten
monozytiren HLA-DR-Expression [7-9, 36, 40, 41]. Ein solcher Abfall der HLA-DR-Expression
geht mit einer gehduften Privalenz von Infektionen und Sepsis einher [7, 10, 35, 37]. Friihere
Studien haben bei Ménnern eine bis zu 58 % hohere Anfilligkeit fiir postoperative
Komplikationen beschrieben [19, 48]. Bei Frauen wird dagegen die Mortalitit bis zu doppelt so
hoch angegeben, wenn sie eine Infektion mit moglicher Folge einer Sepsis erleiden [21, 23, 49,
50]. Die friihzeitige Feststellung geschlechterspezifischer immunologischer Veranderungen auf
zelluldrer Ebene konnte eine frithe individuelle Prophylaxe und Therapie von postoperativen
Komplikationen ermdoglichen. Dadurch koénnen die Morbiditits- und Mortalitétsraten gesenkt

werden. Aus diesem Grund wurden folgende Endpunkte in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Priméres Ziel

Priméres Ziel dieser Arbeit war es, einen geschlechterspezifischen HLA-DR-Abfall nach
Pankreas- oder Osophagusresektion zu ermitteln und Geschlechterunterschiede in der HLA-DR-
Expression im Zeitraum von Operationstag (OD) bis zum 5. postoperativen Tag (PODS)

festzustellen.
Sekundires Ziel

Als sekunddres Ziel wurde der Einfluss des Geschlechts auf die postoperative Infektionsrate

bzw. auf SIRS nach elektiver Pankreas- oder Osophagusresektion untersucht.
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5 Patienten und Methodik

5.1 Genehmigung der Studie

Die Untersuchungen zu dieser Arbeit fanden im Rahmen der Addiction Research Team- (ART-)
VI-Studie (,,Einfluss einer postoperativen Vakzination oder von granulocyte macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF) bei immunsupprimierten Patienten nach Pankreas- oder
Osophagusresektion auf den Verlauf einer Immunsuppression und die postoperative
Infektionsrate®) in der Klinik fiir Anésthesiologie und operative Intensivmedizin der Charité —
Universititsmedizin Berlin am Campus Virchow-Klinikum statt. Die Genehmigung erfolgte
durch die zustindige Ethikkommission des Landes Berlin (Ethikantragsnummer: ZS EK
15/287/08) und die Arzneimittelzulassung durch das Paul-Ehrlich-Institut  (PEI)
(Vorlagenummer PEI: 660). Die Studie ist bei den europdischen Behdrden (European Union
Drug Regulating Authorities Clinical Trials: EudraCT 2007-003111-31) registriert. Bei der
ART-VI-Studie handelt es sich um eine monozentrische, placebokontrollierte, doppelblinde,

randomisierte, dreiarmige Pilotstudie im Paralleldesign.

Durchgefiihrt wurde die Studie unter Beriicksichtigung der Regeln der Good Clinical Practice
(GCP). Das Monitoring wurde vom Koordinationszentrum Klinische Studien Charité (KKS

Charité) libernommen.

5.2 Patientenkollektiv

Fiir die ART-VI-Studie wurden im Zeitraum vom 26.10.2008 bis zum 16.04.2011 insgesamt 319
Patienten gescreent. Die 63 ART-VI-Studienteilnehmer, die einen postoperativen HLA-DR-
Abfall auf < 10.000 Antigene/Monozyt (AG/M) nach elektiver Pankreas- oder
Osophagusresektion aufwiesen, wurden in drei Gruppen randomisiert. Sie erhielten zusitzlich zu
threr Standardbehandlung postoperativ und je nach Gruppenzuteilung den Influenza-Impfstoff
Mutagrip (n = 21), Sargramostim (GM-CSF) (n = 20) oder Placebo (n = 20). Zusitzlich gab es
eine Kontrollgruppe (n=18), deren HLA-DR-Wert am ersten postoperativen Tag bei iiber 10.000
AG/M lag. Fiir diese Arbeit wurden die Patienten der Placebo- und der Kontrollgruppe

beriicksichtigt (Abbildung 2).
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5.2.1 Einschluss- und Ausschlusskriterien

Prioperativ wurden die Patienten {iber den Inhalt und die Risiken der Studie miindlich sowie
schriftlich durch die Studienirzte aufgeklédrt. AuBerdem wurden die aktuelle Begleitmedikation
und eventuell bekannte Vorerkrankungen insbesondere unter Beriicksichtigung der Ein- und

Ausschlusskriterien liberpriift.

Einschlusskriterien:

* clektive Pankreas- oder Osophagusresektion

* Alter> 18 Jahre

* Durchgefiihrte Patientenaufkldrung

* Schriftliche Einwilligung

* Negativer Schwangerschaftstest im Rahmen des Screening (B-HCG im Urin)

* Hocheffektive Kontrazeption bei Frauen (definiert als Pearl Index < 1) oder anamnestisch

mehr als 2 Jahre postmenopausal
* Keine Teilnahme an einer anderen Studie nach dem Arzneimittelgesetz einen Monat vor

Studieneinschluss sowie wihrend der gesamten Studienteilnahme

Ausschlusskriterien:

* Patienten, die im Rahmen der ART-VI-Studie Verum bekommen haben

* Fehlende Bereitschaft zur Speicherung und Weitergabe pseudonymisierter
Krankheitsdaten im Rahmen der klinischen Priifung

* Unterbringung in einer Anstalt auf gerichtliche oder behdrdliche Anordnung

* Mitarbeiter der Charité — Universititsmedizin Berlin

* Stillzeit

* Angeborene oder erworbene Bluterkrankung

* Chemo- oder Radiotherapie innerhalb der letzten 28 Tage

* Leukdmie

* Notfalloperation

* Nachgewiesene Infektion in den letzten 7 Tagen vor der geplanten Operation

* Bekannte Hepatitis B oder C Infektion oder positiver Labortest im Rahmen des
Screenings

* Bekannte HIV-Infektion oder positiver Labortest im Rahmen des Screenings
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* Bekannte Allergien/Uberempfindlichkeiten auf einen der arzneilich wirksamen oder
sonstige Bestandteile bzw. auf einen der moglichen Produktionsriickstinde der genannten
Priifpraparate

* Autoimmunerkrankungen

* Einnahme von Immunsuppressiva bis zu vier Wochen vor Studieneinschluss

* Nicht therapierte Herzrhythmusstorungen

* Instabile Angina pectoris

¢ Symptomatische angeborene Herzfehler

* Thrombosen oder thrombembolische Ereignisse in der klinischen Vorgeschichte

e Korpergewischt < 50kg

* Labor am Tag vor der Operation:

Thrombozyten < 100.000/ul
Neutrophile < 1.500/pl
Hémoglobin < 8mg/dl
Bilirubin > 2mg/dl
Kreatinin > 1,5mg/dl
ASAT/ALAT > 90U/1

5.2.2 Abbruchkriterien

*  Widerruf der Einwilligung

* Allergische Reaktion oder andere schwere Nebenwirkungen nach Applikation der
Priifpraparate

¢ Schwerwiegende unerwiinschte Ereignisse (SAE) oder andere medizinische Notfille, die
eine Entblindung des Patienten notwendig machen

* FEintritt einer Schwangerschaft

e Jede andere Situation, bei der nach Ansicht des Priifarztes eine weitere Teilnahme an der
klinischen Priifung nicht im besten Interesse des Patienten sein wiirde

* Umsténde fiir eine therapeutische Intervention, die durch das Protokoll nicht zugelassen
1st

* Nachtrigliches Auftreten eines Ausschlusskriteriums
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5.2.3 Gruppeneinteilung

In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich die Patienten der Placebogruppe und diejenigen der

Kontrollgruppe beriicksichtigt. Es erfolgte eine Gruppeneinteilung in Midnner (n = 21) und
Frauen (n = 17) (Abbildung 2).

Ausschlusskntenen
(n=238)

Pankreas-&

Osocphagusresektion
(n=319)

eingeschiossene Patienten

(ne81)
HLA-DR 510.000 HLA-DR >10.000
AGM AGM
Randomeserung
Drop out -
n2)
Mutagrip -
n=21)
GM-CSF -
(n=20)
Placeto Kontroligruppe
(rm20) (n=18)
L |
|
Pasentenkoliektiv fur
Auswertung
m=:-a)
Manner Frauven
(n=21) (n=17)

Abbildung 2: Patientenkollektiv
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5.3 Pankreas- und Osophagusresektion

Die Pankreas- und Osophagusresektionen wurden von Arzten der Klinik fiir Allgemein-,
Visceral- und Transplantationschirurgie der Charit¢ — Universitdtsmedizin Berlin am Standort

Campus Virchow-Klinikum durchgefiihrt.

Vor und wihrend der Operation sowie im postoperativen Verlauf wurden alle Studienpatienten
nach den Standards der Universitdtsklinik fiir Anésthesiologie und operative Intensivmedizin,

Charité — Universitidtsmedizin Berlin, behandelt.

5.4 Labor

5.4.1 Blutentnahmen
* prioperativ (OD)
* 1. Postoperativer Tag (PODI)
* 2. Postoperativer Tag (POD2)
* 3. Postoperativer Tag (POD3)
* 4. Postoperativer Tag (POD4)
* 5. Postoperativer Tag (PODSY)

Um HLA-DR zu bestimmen, wurden den Studienpatienten insgesamt sechs Blutproben von je
ca. 2ml (EDTA-Vollblut) entnommen. AuBlerdem wurden jeweils ein Differentialblutbild erstellt
und die Infektparameter bestimmt. Die erste Blutentnahme erfolgte in der Regel einen Tag vor
der Operation auf Normalstation oder spétestens vor der Narkoseeinleitung. An den
postoperativen Tagen wurde das Blut um 8.00 Uhr auf der Intensiv- oder Normalstation
entnommen. Im Anschluss an die Blutentnahmen erfolgte stets die Weiterverarbeitung der
Blutproben innerhalb von vier Stunden durch das Labor des Instituts fliir Medizinische
Immunologie der Charité — Universititsmedizin Berlin. Der Transport des Blutes erfolgte bei

Raumtemperatur.
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5.4.2 Quantifizierung der monozytiren HLA-DR-Expression

Die Expression von HLA-DR auf Monozyten wurde mittels Durchflusszytometrie (FACS,
Flourescence Activated Cell Sorting) bestimmt, deren Grundprinzip die Messung von Streulicht

zuvor markierter Zellen darstellt (FACS™-Methode).

Mittels Quantibrite™ Phycoerythrin (PE) -Beads und der Farbung von HLA-DR mit einem anti
HLA-DR-Antikorper, der in einem Verhéltnis 1:1 mit PE Molekiilen konjugiert war, wurde eine
Eichkurve generiert. Die Quantibrite™ PE-Beads waren mit definierten Mengen an PE-
Molekiilen markiert und wurden mit den gleichen Geriteeinstellungen gemessen wie
Monozyten. Die Fluoreszenzintensititen der Beads wurden gegen die definierten Mengen an PE-
Molekiilen/Bead aufgetragen und erlaubten so die Ubertragung der Fluoreszenzintensititen der
HLA-DR-Messung in PE-Molekiile/Monozyt. Mit Hilfe des Monozyten-

Differenzierungsantigens CD14 wurden die Monozyten identifiziert.

Die Analyse wurde an einem FACS-Calibur™ Durchflusszytometer mit Hilfe der CellQuest™-
Software durchgefiihrt. Es folgte eine ,,QuantiBRITE™ PE-Kit“-Kalibrierung fiir eine 1:1
Quantifizierung und eine Bestimmung der monozytiren HLA-DR-Expression anhand des

Programms QuantiCALC™ (BD).

HLA-DR

‘ 100.000

Eich - Bead mit definierter
Anzah! an PE Molekilen

10.000

1.000

CD14

1 100 1.000 10.000 100.000

Abbildung 3: Streudiagramm CD14+ Leukozyten (Monozyten)/HLA-DR-Expression [7]
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Herstellung der Probe:

50ul EDTA-Vollblut wurden zundchst mit 20ul eines Antikdrpergemischs versetzt.

Dieses bestand aus anti-HLA-DR-Antikorpern, die mit Phycoerythrin konjugiert waren
(anti-human HLA-DR-PE), und aus anti-CD14-Antikorpern, die mit Peridin-Chlorophyll

konjugiert waren (anti-human CD14-PerCP-Cy5.5), sowie einem HLA-DR-turnover-
Inhibitor (BD Quantibrite™ HLA-DR/Monocyte reagent; Becton Dickinson).

Es schlossen sich folgende Arbeitsschritte an:

Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln fiir 30 Minuten
Vortexen

Zugabe von 500ul FACS-Lyselosung (Becton Dickinson)
Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln fiir 15 Minuten
Zentrifugieren fiir 5 Minuten bei 200g

Absaugen des Uberstands auf ein Restvolumen von etwa 100ul
Vortexen

Zugabe von 1ml FACS-Puffer-Losung

Zentrifugieren fiir 5 Minuten bei 200g

Absaugen des Uberstands auf ein Restvolumen von etwa 100ul

Probe ist messbereit

5.5 Dokumentation des postoperativen Verlaufs

Die Patienten wurden von PODI - POD9 tiglich visitiert sowie klinisch untersucht. Die

Ergebnisse und Beobachtungen wurden in dem fiir die Studie erstellten ,Case Record Form’

(CRF) dokumentiert. Klinische Befunde und Ergebnisse der Labormedizin bildeten die

Grundlage zur Diagnose von postoperativen Komplikationen.

5.5.1 Postoperative Komplikationen

Fir die Diagnose der Infektionen des unteren Respirationstraktes, der postoperativen

Wundinfektionen, Harnwegsinfektionen, und der Sinusitis galten die ,,Center of Disease

Control* (CDC) -Definitionen [51]. Eine nosokomiale Pneumonie wurde anhand der ,,Hospital-
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Acquired Pneumonia® (HAP) -Kriterien [52] diagnostiziert und eine Sepsis wurde entsprechend

den Kriterien der ,Society of Critical Care Medicine Consensus Conference’ [53] erfasst.

Infektionen des unteren Respirationstraktes

Zu den Infektionen des unteren Respirationstraktes, mit Ausnahme der Pneumonie, zdhlen

Bronchitis, Tracheobronchitis und Tracheitis. Der Patient weist keine klinischen oder

radiologischen Zeichen einer Pneumonie auf und erfiillt zwei der folgenden Symptome:

- Fieber > 38 °C

Husten

Giemen

neue oder erhdhte Sputumproduktion

trockene Rasselgerdusche

und eines der folgenden Kriterien:

- Isolierung eines Mikroorganismus aus dem Trachealsekret oder dem bei der

bronchioalveoldren Lavage gewonnenem Material

- Positiver Antigentest in den Atemwegssekreten

Wundinfektion

* postoperative oberflichliche Wundinfektion

Infektion an der Inzisionsstelle innerhalb von 30 Tagen nach der Operation, die nur Haut

oder subkutanes Gewebe einbezieht und eines der folgenden Kriterien erfiillt:

eitrige Sekretion aus der oberfldchlichen Inzision

kultureller Nachweis eines Mikroorganismus aus einem aseptisch
entnommenen  Wundsekret oder einer Gewebekultur an der
oberfldchlichen Inzision

eines der folgenden Anzeichen - Dolor, Tumor, Rubor, Calor oder der
Chirurg erdffnet die oberflachliche Inzision bewusst - es sei denn, es liegt
eine negative Kultur vor

Diagnose des behandelnden Arztes

* Tiefe postoperative Wundinfektion

Hierbei handelt es sich um eine Infektion, welche innerhalb von 30 Tagen nach der

Operation auftritt und mit der Operation in Verbindung zu stehen scheint. Sie erfasst die
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Faszienschichten und das Muskelgewebe. Auflerdem muss eines der folgenden Kriterien

erfullt sein:

eitrige Sekretion aus dem tiefen Einschnitt

spontan oder vom Chirurgen bewusst eroffnet, wenn der Patient mindestens eines der
nachfolgenden Symptome hat: Fieber > 38 °C, lokalisierter Schmerz oder
Empfindlichkeit, es sei denn es liegt eine negative Kultur vor

- Abszess oder sonstige Zeichen der Infektion bei der klinischen Untersuchung,
wihrend einer erneuten Operation, bei der histopathologischen Untersuchung oder
bei radiologischen Untersuchungen

- Diagnose des behandelnden Arztes

Harnwegsinfektion

Hierbei handelt es sich um Infektionen, die folgende Kriterien erfiillen:
1.Eines der folgenden Anzeichen ohne andere erkennbare Ursache:
- Fieber (> 38 °C)
- Harndrang
- Miktionsfrequenz
- Dysurie oder suprapubische Missempfindungen und eine
Urinkultur von > 103 Kolonien/ml Urin mit nicht mehr als
zweil Arten von Mikroorganismen.
2.Zwei der folgenden Symptome:
- Fieber (> 38 °C)
- Harndrang
- Miktionsfrequenz
- Dysurie oder suprapubische Missempfindungen

und eines der folgenden Anzeichen:

Harnteststreifen fiir Leukozytenesterase und/ oder Nitrat

positiv

Pyurie (> 10 Leukozyten/ml oder > 3 Leukozyten/Gesichtsfeld bei 1.000facher

Vergroferung im nicht zentrifugierten Urin)

Bei Gram-Firbung einer nicht zentrifugierten Urinprobe Nachweis von

Mikroorganismen

zwei Urinkulturen mit wiederholter Isolierung des gleichen Uropathogens mit

> 107 koloniebildenden Einheiten (KBE) /ml Urin im Katheterurin
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- Urinkultur mit < 105 KBE/ml Urin einzelner Uropathogene bei Patienten, die
mit der entsprechenden antimikrobiellen Therapie behandelt werden
- Diagnose des Arztes
- Arzt beginnt entsprechende antimikrobielle Therapie
Sinusitis

Dies ist Infektion, die einem der folgenden Kriterien entsprechen muss:

1. kultureller Nachweis von Erregern im eitrigen Sekret der Nasennebenhdhle
2. eines der folgenden Anzeichen ohne andere erkennbare Ursachen
- Fieber (> 38 °C)
- Schmerz oder Empfindlichkeit im Bereich der betroffenen Nebenhohle
- Kopfschmerzen
- Eitriges Exsudat
- Obstruktion der Nase

Und mindestens eines der folgenden Kriterien:

- Diaphonoskopie positiv

- Radiologischer Hinweis auf Infektion

Nosokomiale Pneumonie

Klinisch wird die nosokomiale Pneumonie iiber den Nachweis eines neuen und persistierenden
Infiltrats im Rontgenbild des Thorax diagnostiziert, wenn zusétzlich mindestens zwei der
folgenden Kriterien zutreffen:

- Fieber > 38 °C oder Hypothermie < 36 °C

- Leukozytose (< 12x109/1)

- Purulentes Bronchialsekret

SIRS

Beim SIRS liegt eine Verdnderung der klinischen Parameter Korpertemperatur, Herzfrequenz,
Atemfrequenz und Leukozytenzahl vor. Ursache ist eine generalisierte inflammatorische
Reaktion, die eine unbalancierte Ausschiittung pro- und antiinflammatorischer Zytokine
beinhaltet. Sie kann durch verschiedene Stimuli wie Traumata und nichtinfektiése Entziindungen
ausgelost werden [53].

SIRS wurde diagnostiziert, wenn mindestens zwei der folgenden Symptome bestanden:

- Korpertemperatur > 38 °C oder < 36 °C

- Herzfrequenz > 90/min
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- Atemfrequenz > 20/min oder PaCO, < 32mmHG
- Leukozyten > 12.000/ul oder < 4.000/ul oder > 10 % unreife Neutrophile

Sepsis

Wird SIRS durch eine Infektion hervorgerufen, spricht man von einer Sepsis. Zusétzlich zu den
SIRS-Kriterien liegt eine systemische Toxizitdt oder eine schlechte Organperfusion mit

mindestens zwei der folgenden charakteristischen Merkmale vor:

- Akutes Nierenversagen (Oligurie < 0,5ml/kg/h)
- Erhohtes Plasmalaktat (> 1,8mmol/l)
- Herzindex > 4,0l/min/m”
- Metabolische Azidose (pH < 7,3 oder Basendefizit > 5)
- Arterielle Hypoxie: PaO, < 75mmHg
- Thrombopenie (< 100.000/ml oder Abfall von 50% vom Ausgangswert)
- Gerinnungsstorungen (INR > 1,5 oder aPTT > 60s)
- Plotzlicher Abfall des Glasgow Coma Scale
- Arterielle Hypotension mit folgender Definition:
- Systolischer Blutdruck < 90mmHg
- anhaltender Blutdruckabfall von 40mmHg mit entsprechendem
Fliissigkeitsbedarf ohne Antihypertensiva

- Therapie mit Vasopressoren, um den Blutdruck > 90mmHg zu halten

Sepsis als Diagnose ist mit dem klinischen Bild vereinbar

5.6 Statistik

Mit Hilfe des Statistik Programm-Paketes IBM© SPSS©O Statistics (Version 20, © Copyright
1989, 2010 SPSS Inc., an IBM Company) und SAS (Version 9.1, Copyright© by SAS Institute,
Inc., Cary, NC, USA) wurden die Daten analysiert und dargestellt.

Alle ZielgroBen (primire und sekundére) wurden zunichst mit Methoden der explorativen
Datenanalyse untersucht und deskriptiv ausgewertet. Insbesondere wurden statistische
Malzahlen wie Mittelwert und Standardabweichung (SD) (metrisch skalierte und normal- bzw.

symmetrisch verteilte Merkmale), Median und Interquartilsdifferenz (kategoriale und nicht
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normal- bzw. symmetrisch verteilte metrische Merkmale) bzw. Haufigkeiten und Proportionen
(qualitative Merkmale) ermittelt.

Auf Grund der geringen Fallzahl und wegen moglicher Abweichungen von der
Normalverteilung wurde fiir Vergleiche von metrischen Variablen in unabhingigen Gruppen
stets der exakte nichtparametrische Mann-Whitney-Test angewandt. Beim Vergleich von
Haufigkeitsdaten wurde der exakte Chi-Quadrat-Test bzw. der exakte Test nach Fisher
durchgefiihrt. Ausgewihlte statistische univariate Tests wurden bei erreichter Signifikanz durch
entsprechende Poweranalysen ergénzt.

Der Verlauf der HLA-DR-Expression wurde iiber den gesamten Beobachtungszeitraum mit Hilfe
der multivariaten nichtparametrischen Analyse fiir longitudinale Daten (MANOVA) nach
Brunner in einem zweifaktoriellen Design (1.Faktor (unabhingig): Behandlung, 2. Faktor
(abhéngig): zeitliche Wiederholungen) analysiert. In der nichtparametrischen longitudinalen

Analyse werden folgende Hypothesen getestet:

1. Unterschiede zwischen den Gruppen (iiber die Zeit) [gruppe],

2. Systematische Anderungen in der Zeit (iiber die Gruppen) [zeit],

3. Wechselwirkungen zwischen Gruppenunterschieden und Zeit [gruppe*zeit], d.h. sind
Gruppenunterschiede in speziellen Zeitabschnitten besonders ausgeprdgt bzw. éndern
sich mogliche Unterschiede zwischen den Gruppen iiber die Zeit,

4. Systematische Anderungen in der Zeit fiir jede Gruppe einzeln [MANOVA fiir jede
Gruppe].

Nach dem globalen Testen dieser Hypothesen konnten explorative post-hoc-Analysen
durchgefiihrt werden, um univariate Unterschiede in ausgewihlten Zeitpunkten herauszufinden
(Mann-Whitney-Tests).

Als zweizeitiges Signifikanzniveau wurde p < 0,05 festgelegt. Die erzielten p-Werte fiir alle
Endpunkte verstanden sich als explorativ, d.h. lieBen keine konfirmative Verallgemeinerung zu.

Aus diesem Grunde erfolgte auch keine a-Adjustierung fiir multiples Testen.
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6 Ergebnisse

6.1 Basischarakteristika

Bei den Basischarakteristika zeigten sich signifikante Unterschiede hinsichtlich des Body-Mass-
Index (BMI) der Patientengruppen. Ménner hatten einen mittleren BMI von 26,9 kg/m?, bei
Frauen betrug der mittlere Wert 23,9 kg/m?. Des Weiteren wurden die Frauen tendenziell
hiufiger nach ASA III und IV Kklassifiziert. Ansonsten gab es keine Unterschiede der

Basischarakteristika zwischen den Patientengruppen.

Manner Frauen p-Wert
(n=21) (n=17)
Alter in Jahren 62,1 (£11,1) 64,1 (£13,9) 0,41 1!
[Mittelwert (SD)]
BMI in kg/m? 26,9 (£3,0) 23,9 (+2,8) 0,003’
[Mittelwert (SD)]
Pankreas-/Osophagusresektion 10/11 11/6 0,342
[n (%)] (47,6 / 64,7) (52,4 /35,3)
ASA I und II/II und IV 18/3 10/7 0,078’
[n (%)] (64,3 /30,0) (35,7/70,0)
Schmerzen in Ruhe (NAS) POD-1 0,76 (£1,3) 1,24 (£2,3) 0,9441
[Mittelwert (SD)]
Schmerzen bei Belastung (NAS) POD-1 1,19 (£2,0) 1,59 (£2,9) 0.995!
[Mittelwert (SD)]
Alcohol Use Disorders Identification Test 2,90 (£2.9) 1,71 (£3,2) 0,1 18!
(AUDIT) POD-1
[Mittelwert (SD)]
Raucher/Nichtraucher 7/ 14 7/10 0,740°
[n (%)] (50,0 /58,3) (50,0/41,7)

Tabelle 1: Basischarakteristika ': Exakter Mann-Whitney-U-Test, *: Exakter Test nach Fisher
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6.2 Primarziel

6.2.1 Einfluss des Geschlechts auf die HLA-DR-Expression

Am OD lagen die Mittelwerte der HLA-DR-Expression bei Mannern und Frauen bei 35237
AG/M bzw. 42216 AG/M. Am ersten und zweiten postoperativen Tag (POD1, POD?2) fiel die
Expression von HLA-DR stark ab. Am POD2 war der mittlere Wert bei Ménnern (6836 AG/M)
und Frauen (8156 AG/M) am niedrigsten. Von POD3 bis PODS5 stieg die mittlere HLA-DR-

Expression wieder an. Dieser Anstieg verlief bei den Frauen stirker als bei den Ménnern.

Mainner hatten eine durchschnittliche Expression von 9942 AG/M und Frauen von 15045 AG/M

am letzten gemessenen Untersuchungstag (PODS).

Einen signifikanten Unterschied zwischen Ménnern und Frauen ergab der durchgefiihrte exakte

Mann-Whitney-U-Test fir POD3 (p = 0,042) und POD4 (p = 0,042). Am PODS5 kam es zu

einem Unterschied, der mit einem p-Wert von 0,004 fiir hochsignifikant erklart wurde.

Mainner Frauen p-Wert
(n=21) (n=17)
OD HLA-DR [AG/M]
[Mittelwert (SD)] 35.237,1 (+ 11822,8)  42.215,7 (+ 13.084,0) 0,136
[Median 36.629,0 40.542,0
(25. Perzentile — 75. Perzentile)]  (28.773,5—43.532,0)  (34.244,5—50.009,0)
POD1 HLA-DR [AG/M]
[Mittelwert (SD)] 8.707,2 (£ 3.166,0) 9626,1 (= 3.231,0) 0,514
[Median 9.020,0 6.685,5
(25. Perzentile — 75. Perzentile)] (5.559,0-11.194,0) (2253,0 — 8.623.5)
POD2 HLA-DR [AG/M]
[Mittelwert (SD)] 6.836,0 (= 2.824,2) 8.156,4 (+ 3.066,7) 0,187
[Median 6.674,0 7.838,0
(25. Perzentile — 75. Perzentile)] (4.958,3 —8.133,0) (6.083,5 — 10.056,5)
POD3 HLA-DR [AG/M]
[Mittelwert (SD)] 7.863,2 (+ 3.239,6) 10.674,9 (+ 4.594,7) 0,042
[Median 7.274,0 9.485,0
(25. Perzentile — 75. Perzentile)] (5.892,5-9.775,5) (7.394,3 — 15.540,3)
POD4 HLA-DR [AG/M]
[Mittelwert (SD)] 9.576,6 (+4.990,1) 13.181,2 (£ 5.582,3) 0,042
[Median 9.226,5 11.829,0

(25. Perzentile — 75. Perzentile)]

(5.464,8 — 13.570,8)

(8.610,0 — 17.938,5)
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PODS5 HLA-DR [AG/M]

[Mittelwert (SD)] 9.942,4 (+ 4.838,1) 15.045,3 (£ 5.252,2) 0,0041
[Median 9.126,5 14.726,0

(25. Perzentile — 75. Perzentile)] (6.090,0 — 12.960,0) (11.091,0 — 20.327,0)

Tabelle 2: HLA-DR-Expression an OD - PODS5 ': Exakter Mann-Whitney-U-Test

Sowohl bei den ménnlichen als auch bei den weiblichen Patienten zeigte der Wilcoxon-Test fiir
Paarvergleich mit der Monte-Carlo-Signifikanzschitzung einen signifikanten HLA-DR-Abfall
(jeweils p <0,001) von OD — POD1 bzw. von OD — POD?2.

OD - POD1 OD - POD2 POD1 - POD2
p-Wert Minner < 0,001 <0,001 0,003
p-Wert Frauen <0,001 <0,001 0,017

Tabelle 3: HLA-DR-Abfall OD - POD2

6.2.2 Multivariate nichtparametrische Varianzanalyse (MANOVA)

Die multivariate nichtparametrische Analyse fiir longitudinale Daten zeigte, dass es bei der
postoperativen HLA-DR-Expression signifikante Unterschiede im gesamten Zeitverlauf
zwischen Ménnern und Frauen gab (p = 0,03). AuBlerdem konnte ein systematischer Zeiteinfluss
der HLA-DR-Expression iiber die Gruppen an den Untersuchungstagen OD — PODS5 in Form
eines starken Abfalls zu Beginn und leichten Wiederanstiegs nach POD2 beschrieben werden
(p < 0,001) (vgl. Abbildung 4). Es zeigte sich eine Tendenz (p = 0,07), dass sich die
Unterschiede der HLA-DR-Expression im Laufe der Zeit dnderten.

p-Wert
Geschlecht 0,02971
Zeit <0,001
Geschlecht*Zeit 0,06958

Tabelle 4: Ergebnisse der MANOVA
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Abbildung 4: HLA-DR-Expression von Miinnern und Frauen OD — POD5

Sowohl bei Ménnern als auch bei Frauen zeigte der zeitliche Verlauf in der Expression von
HLA-DR im Zeitraum OD — PODS eine systematische Anderung (jeweils p < 0,001), wobei der
Anstieg von HLA-DR ab POD?2 bei den Frauen stirker war.

Geschlecht p-Wert
MANOVA Mainner <0,001
MANOVA Frauen <0,001

Tabelle 5: MANOVA Mdnner und Frauen
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Es bleibt festzuhalten, dass die HLA-DR-Expression iiber die Zeit in den Gruppen einen
signifikanten Unterschied aufwies, wobei die HLA-DR-Werte am OD (und am POD1) keine
signifikanten Unterschiede zeigten (vgl. Tabelle 2).

Bei univariater Betrachtung der Power bei den Testentscheidungen an den Tagen, an denen sich
Signifikanzen feststellen lieBen, ergab sich folgendes Bild: An POD3 folgte eine Power von 57
%, an POD4 von 52 % und an PODS5 eine Power von 82 %.

6.2.3 Multivariate nichtparametrische Kovarianzanalyse (MANCOVA)

Da der BMI die einzige Variable ist, welche bei den Basischarakteristika einen signifikanten
Unterschied zeigte (vgl. Tabelle 1), wurde eine weitere nichtparametrische Analyse fiir
longitudinale Daten in Form einer Kovarianzanalyse mit dem BMI als Kovariate durchgefiihrt.
In dieser Analyse blieb der signifikante Gruppenunterschied nicht erhalten (p = 0,112),
allerdings war auch der Einfluss der Kovariaten BMI nicht signifikant in Bezug auf den
Zeitverlauf der HLA-DR-Expression (p = 0,425), lediglich die systematische zeitliche Anderung
wurde bestétigt (p < 0,001).

In Anbetracht des multivariat nicht signifikanten Einflusses des BMI auf den HLA-DR-Verlauf
und bei einem gewissen Trend im Unterschied der Gruppen iiber die Zeit, einschlieBlich der
deutlich univariat signifikanten Unterschiede ab POD3 zwischen Ménnern und Frauen darf man
damit rechnen, dass bei einer geniligend groBen Fallzahl und damit ausreichender Power ein
Gruppenunterschied nachgewiesen werden konnte. Die nachfolgende Grafik der um BMI

adjustierten relativen Effekte fiir HLA-DR unterstreicht diese Argumentation.
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Abbildung 5: Um BMI adjustierte Effekte beziiglich HLA-DR

6.3 Sekundiirziel

6.3.1 Einfluss des Geschlechts auf die Infektionsrate

Die Infektionsrate wurde univariat mit dem exakten Chi-Quadrat-Test und mit Bezug auf das
Geschlecht analysiert. Insgesamt wurden die Daten von 38 Patienten bearbeitet. 17 Patienten
erkrankten postoperativ an einer Infektion, insgesamt 47,6 % der Ménner und 41,2 % der
Frauen. Ein Geschlechterunterschied war jedoch nicht signifikant, allerdings ist diese Aussage

wegen der geringen Fallzahl wenig aussagekraftig (Power von 3 %).

Minner Frauen p-Wert
(n=21) (n=17)
Infektionen [n/%] 10/ 47,6 7/41,2 0,752

Tabelle 6: Einfluss auf Infektionsrate (univariate Auswertung)
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6.3.2 Einfluss des Geschlechts auf SIRS

Mit dem exakten Chi-Quadrat-Test wurde zusétzlich SIRS univariat beziiglich des Geschlechts
analysiert. Von 38 Patienten entwickelten 20 postoperativ ein SIRS, 52,4 % der Ménner und
52,9 % der Frauen. Es zeigte sich jedoch keine Signifikanz beziiglich des Geschlechts. Auch

diese Aussage ist wegen der geringen Fallzahl wenig aussagekriftig (Power von 2 %).

Minner Frauen p-Wert
(n=21) (n=17)
SIRS [n/%] 11/52,4 9/529 1,000

Tabelle 7: Einfluss auf SIRS (univariate Auswertung)

6.3.3 Einfluss des Geschlechts auf die Infektionsrate oder SIRS oder beides

Abschliefend wurde der Einfluss des Geschlechts auf SIRS oder Infektionsrate oder beides
univariat mit dem exakten Chi-Quadrat-Test analysiert. Bei 24 Patienten, davon 66,7 % der
Mainner und 58,8 % der Frauen, wurden postoperativ entweder eine Infektion oder SIRS oder
beides diagnostiziert, wobei sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
zeigten. Mit einer Power von 4 % ist diese Aussage wegen der geringen Fallzahl jedoch

ebenfalls wenig aussagekriftig.

Minner Frauen p-Wert
(n=21) n=17)
SIRS oder 14 /66,7 10/ 58,8 0,740

Infektionen oder
beides [n/%]

Tabelle 8: Einfluss auf SIRS oder Infektionsrate (univariate Auswertung)
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7 Diskussion

7.1 Studienergebnisse

Hauptergebnis dieser Arbeit war eine systematische zeitliche Anderung der postoperativen HLA-
DR-Expression insgesamt und in jeder Gruppe (Méannern und Frauen). Der HLA-DR-Abfall war
bei beiden Gruppen signifikant vom Operationstag bis zum zweiten postoperativen Tag, wobei
der Anstieg von HLA-DR nach dem zweiten postoperativen Tag bei den Frauen starker ausfiel.

Auflerdem gab es einen statistisch signifikanten Unterschied der postoperativen HLA-DR-
Expression 1iiber die gesamten analysierten Zeitraum (multivariat) und an den
Untersuchungstagen POD3 bis PODS5 (univariat) zwischen Ménnern und Frauen nach elektiver

Pankreas- oder Osophagusresektion.

Es gab keine signifikanten Unterschieden zwischen Ménnern und Frauen nach der Resektion des
Pankreas oder des Osophagus beziiglich der postoperativen Infektionsrate und SIRS oder
beidem, wobei dies nur ein sekunddres Untersuchungsziel war und die Powerberechnung fiir

diese Aussage nicht ausreichend ist.

7.2 Basischarakteristika

Ein hohes Alter, ein hoher BMI, die Operationsart, pridoperative Schmerzen sowie die ASA
Klassifikation, Rauchen und Alkohol sind bekannte Risikofaktoren fiir eine Verschlechterung
des postoperativen Verlaufs [16, 24, 26, 27, 30, 54]. In dieser Arbeit wiesen die klinisch-
demographischen Basischarakteristika lediglich im BMI signifikante Unterschiede zwischen den
Patientengruppen auf. Die méinnlichen Patienten (n = 21) hatten einen mittleren BMI von 26,9
kg/m? im Gegensatz zu den weiblichen Patienten (n = 17) von 23,9 kg/m?. Die World Health
Organisation (WHO) spricht bei einem BMI > 25 kg/m? bis < 30 kg/m? von Ubergewicht und bei
einem BMI > 30 kg/m* von Adipositas [55]. Die ménnlichen Patienten kénnen demnach
durchschnittlich als tibergewichtig eingestuft werden. Drei Ménner und eine Frau hatten einen
BMI > 30 kg/m?, der vor allem als wichtiger Risikofaktor fiir postoperative Infektionen gilt [56,
57]. Demnach ist die zusitzliche Beeinflussung der HLA-DR-Expression und des postoperativen

Verlaufs durch den BMI in dieser Arbeit nicht auszuschlief3en.
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Zusitzlich hatten die Frauen tendenziell haufiger (p = 0,078) ein ASA Stadium III und IV im
Vergleich zu den Ménnern. Bei hoherem ASA Stadium ist eine hohere Frequenz fiir
postoperative Wundinfektionen beschrieben [27], wobei dieses Ergebnis bei dem von mir
beschriebenen Patientenkollektiv nicht zu finden war. Alle anderen Parameter haben die

untersuchten Gruppen ebenso wenig beeinflusst.

7.3 HLA-DR-Expression

7.3.1 Postoperativer Abfall von HLA-DR

Nach operativen Eingriffen wurde mehrfach ein Abfall der HLA-DR-Expression beschrieben [8-
10, 14, 35-38, 40-44].

Ono et al. untersuchten die HLA-DR-Expression bei Patienten, die eine Gastrektomie erhielten.
In ihrer Studie konnten sie zeigen, dass nur die ménnlichen Patienten einen signifikanten Abfall

der monozytidren HLA-DR-Expression am ersten postoperativen Tag aufweisen [42].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es nach Pankreas- und
Osophagusresektion sowohl bei Ménnern als auch bei Frauen zu einer systematischen Anderung
der HLA-DR-Expression kam. Von OD bis POD2 fiel der HLA-DR-Wert bei beiden Gruppen
zunichst signifikant ab. Die niedrigsten Mittelwerte wurden, vergleichbar zur Studie von
Asadullah et al., in der die Patienten nach neurochirurgischen Eingriffen beobachteten wurden,
am POD2 notiert [58]. AnschlieBend exprimierten beide Gruppen wieder vermehrt HLA-DR.

Bei den Frauen fiel dieser Anstieg allerdings stédrker aus.

Der Abfall von HLA-DR konnte auch in dieser Arbeit durch Storfaktoren beeinflusst worden
sein, die nicht in den Basischarakteristika beachtet wurden, beispielsweise durch die
Tumorklassifikation bei entsprechender Grunderkrankung oder durch die OP-Zeit. Das
Infektionsrisiko steigt in der Literatur mit der Operationsdauer liber zwei Stunden stetig an [59].
Dies konnte zwar auch fiir die HLA-DR-Expression von Bedeutung sein, allerdings unterschied
sich die Tumorklassifikation in meinem Patientenkollektiv nicht und die durchgefiihrten

Operationen waren alle grofe Eingriffe, die im Mittel {iber zwei Stunden dauerten.
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Von POD3 bis POD5 nahm die Expression von HLA-DR wieder zu. Die Ausgangswerte
konnten innerhalb des Beobachtungszeitraums jedoch noch nicht erreicht werden. Kawasaki et
al. beschrieben unter anderem eine Normalisierung der HLA-DR-Werte am siebten
postoperativen Tag [41, 60, 61]. Dies konnte im Rahmen unserer Studie allerdings nicht

nachgewiesen werden, da die HLA-DR-Expression nur bis zum PODS5 gemessen wurde.

7.3.2 Geschlechterunterschiede bei der HLA-DR-Expression

Ono et al. untersuchten 25 Patienten (16 mannlich, 9 weiblich) nach Gastrektomie vor und nach
der Operation unter anderem beziiglich der HLA-DR-Expression und der postoperativen
Komplikationen wie Infektionen und SIRS [42]. In der vorliegenden Arbeit wurde die HLA-DR-
Expression von 38 Patienten (21 minnlich, 17 weiblich) vor bzw. nach Pankreas- oder
Osophagusresektion von OD bis PODS5 beobachtet. Ein weiterer Unterschied lag im Alter der
Patienten. Wihrend die Studienteilnehmer von Ono et al. < 55 Jahre alt waren, betrug das Alter
der Ménner und Frauen dieser Studie > 54 Jahre.

Sowohl die Studie von Ono et al. als auch diese Arbeit zeigten keinen
geschlechtlichsspezifischen Unterschied in der HLA-DR-Expression vor dem operativen Eingriff
[42]. Unsere Untersuchungen ergaben einen durchschnittlichen praoperativen HLA-DR-Wert bei
den ménnlichen Patienten von 35.237 AG/M und bei den weiblichen Patienten von 42.216
AG/M. Keiner dieser Patienten zeigte eine praoperative HLA-DR-Expression < 10.000 AG/M.
Aus der Studie von Ono et al. gehen diesbeziiglich keine vergleichbaren Zahlen hervor. Sie
zeigten lediglich bei den minnlichen Studienteilnehmern einen signifikanten HLA-DR-Abfall
[42]. In unserer Studie wiesen dagegen alle Patienten einen signifikanten Abfall auf.

Am ersten postoperativen Tag beschreiben Ono et al. einen signifikanten Unterschied in der
HLA-DR-Expression zwischen Minnern und Frauen. Uber einen lingeren Zeitraum wurde das
Verhalten von HLA-DR jedoch nicht notiert. In unserer Studie war die HLA-DR-Expression der
Frauen an allen Untersuchungstagen hoher als die der Ménner. Jedoch erst am POD3 und POD4
waren die Unterschiede statistisch signifikant und am PODS hochsignifikant. Mit einer Power
von 82 % ist der Unterschied am PODS5 aussagekriftig. Versteht man HLA-DR als préadiktiven
Marker, konnten die Méanner somit ein groBBeres Risiko einer postoperativen Infektion oder SIRS
haben, wobei ich dies bei meiner darauf nicht-gepowerten Studie nicht finden konnte.

Als Ursache fiir die widerspriichlichen Ergebnisse meiner Studie und der von Ono et al. kdnnte

das unterschiedliche Patientenalter diskutiert werden [42]. Wu et al. konnten in ihrer Arbeit
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zeigen, dass Patienten > 70 Jahre nach Stimulation mit Lipopolysacchariden (LPS) vermehrt
HLA-DR-Molekiile auf den Monozyten exprimieren [62]. Dadurch lédsst sich zwar weder der
Unterschied zwischen dieser Arbeit und der von Ono et al. im postoperativen Abfall der HLA-
DR-Expression, noch die Differenzen des zeitlichen Eintritts der signifikant unterschiedlichen
HLA-DR-Expression zwischen den Geschlechtern erkldren. Dieses Problem kann aber als

Anstof fiir die Entwicklung zukiinftiger Studien verstanden werden.

7.4 Geschlechterunterschiede im postoperativen Verlauf

Bei Minnern wurde in fritheren Publikationen eine hohere Anfilligkeit fiir postoperative
Komplikationen beschrieben [19, 20]. Frauen sterben dagegen hiufiger an Komplikationen,
wenn sie diese erleiden [22, 63]. Ono et al. konnten in ihrer Studie allerdings keine signifikanten
Unterschiede zwischen Mannern und Frauen beziiglich des postoperativen Verlaufs nachweisen
[42].

In der vorliegenden Arbeit wurden Infektionen des unteren Respirationstraktes, postoperative
Wundinfektionen, Harnwegsinfektionen, Sinusitiden und nosokomiale Pneumonien, sowie SIRS
geschlechtervergleichend untersucht. 17 Patienten, 47,6 % der Ménner und 41,2 % der Frauen,
erlitten eine postoperative Infektion. An SIRS erkrankten nach dem operativen Eingriff 18
Patienten, insgesamt 52,4 % der minnlichen und 52,9 % der weiblichen Teilnehmer. Insgesamt
24 Patienten entwickelten postoperativ eine Infektion oder SIRS oder zeigten beide
Krankheitsbilder auf (66,7 % der Ménner / 58,8 % der Frauen). Die Ergebnisse dieser Arbeit
liefern damit keinen signifikanten Unterschied zwischen Ménnern und Frauen beziiglich der
postoperativen Infektionsrate und SIRS nach elektiver Pankreas- oder Osophagusresektion.
Allerdings konnte das Vorliegen von internistischen Komorbidititen, wie sich in der Tendenz in
den bei Frauen hoheren ASA-Klassen zeigte, als zusétzlicher Risikofaktor die postoperativen
Komplikationen beeinflusst haben [27, 64]. Dieser Nachweis ist mit der vorliegenden kleinen

Fallzahl und der damit sehr geringen Power nicht zu fiihren.
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7.5 HLA-DR als priadiktiver Marker fiir postoperative Infektionen

Bisherige Arbeiten haben die HLA-DR-Expression kontrovers als pridiktiven Marker fiir
postoperative Infektionen diskutiert [7-12, 31, 35, 42, 44-47].

In der vorliegenden Studie wiesen die weiblichen Patienten nach dem chirurgischen Eingriff
mehr monozytire Oberflaichenmolekiile auf als die mdnnlichen Patienten. Dies ldsst ein groferes
Risiko fiir postoperative Komplikationen bei den Ménnern vermuten. In der Tendenz konnte sich
auch diese Tatsache bestitigen, wenn man beriicksichtigt, dass bei einem Drittel der Frauen
hohere ASA-Klassen vorlagen, wobei sich diese Klassen nur tendenziell von denen der Ménner
unterschieden. Ein signifikanter Geschlechterunterschied im Auftreten einer postoperativen
Infektion oder SIRS wurde in meiner Studie jedoch nicht nachgewiesen. Damit bleiben mehrere
Interpretationsmoglichkeiten. Es konnte nach Pankreas- oder Osophagusresektion kein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem HLA-DR-Abfall und der Infektions- bzw. SIRS-
Rate zu finden sein, wie es auch die aktuellsten Studien zu diesem Thema beschreiben [44, 46,
47]. Es konnte aber auch einfach eine nicht ausreichende Teststirke fiir die Aussage zu einem

negativen Ergebnis gekommen sein.

Als weitere Ursache fiir diese gegensétzlichen Ergebnisse konnte das unterschiedliche
Patientenkollektiv der Studien diskutiert werden, das von Patienten, die sich einer elektiven
Gastrektomie [42] unterzogen, bis hin zu schwerkranken Sepsis-Patienten [65] reicht. Nur
Lukaszewicz et al. untersuchten Patienten, die sich aufgrund unterschiedlicher Ursachen auf der
Intensivstation befanden und konnten zeigen, dass Patienten mit einem schwéicheren HLA-DR-
Anstieg nach primdrem postoperativem Abfall ein hoheres Risiko fiir Infektionen aufzeigten
[46]. AuBerdem sind auch in Bezug auf diese Fragestellung die Aussagen durch teilweise kleine

Patientenkollektive der Studien eingeschrinkt.

7.6 Limitationen der Studie

Das Studiendesign ist eine der wichtigsten Limitationen dieser Arbeit. Die ART-VI-Studie ist
aufgrund der bis dato geringen Kenntnisse als Pilotstudie geplant worden. Deshalb konnte bei
der Untersuchung auf Geschlechterunterschiede in der HLA-DR-Expression nach elektiver

Pankreas- oder Osophagusresektion nur auf ein kleines Patientenkollektiv zuriickgegriffen
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werden. Dennoch konnten signifikante Unterschiede zwischen Méannern (n = 21) und Frauen (n
= 17) in der postoperativen HLA-DR-Expression gezeigt werden. Um diese Aussage zu
bekriftigen, sollten in Zukunft weitere prospektive Studien mit groBerer Fallzahl geplant
werden.

Der Beobachtungszeitraum stellt zusdtzlich eine Einschrinkung dar. Die HLA-DR-Werte
wurden bis PODS5 abgenommen, laut einigen Studien zeigt sich aber erst eine Normalisierung
des Wertes am siebten postoperativen Tag [41, 60, 61]. Die Infektionen und SIRS wurden bis
POD9 dokumentiert. Infektionen, die danach begonnen haben, fanden in der Studie keine
Beachtung.

AuBerdem wurden Patienten nach Pankreas- und Osophagusresektion eingeschlossen. Da das
chirurgische Trauma bei Osophagusresektionen grundsitzlich hoher ist, konnte dies
Auswirkungen auf die postoperative HLA-DR-Expression und die Infektionsrate gehabt haben.
Kritisch zu hinterfragen ist der Placebo-Effekt bei den Patienten der Placebogruppe. Obwohl sie
kein Verum bekommen haben, konnte der Einschluss in die Studie und die Annahme ein
Medikament zu bekommen, Einfluss auf die HLA-DR-Expression und das Auftreten einer

postoperativen Komplikation gehabt haben.

7.7 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit konnte sowohl bei den Minnern als auch bei den Frauen ein signifikanter
postoperativer HLA-DR-Abfall gezeigt werden. Frauen hatten iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum eine hohere HLA-DR-Expression, die sich vom POD3 bis PODS5
signifikant von der Expression der Ménner unterschied. Ob die HLA-DR-Expression als
pradiktiver Marker fiir postoperative Komplikationen zu bewerten ist, bleibt in dieser Studie
offen. Der Mechanismus des HLA-DR-Abfalls ist noch nicht vollstindig erforscht und die
Funktion von monozytirem HLA-DR als pridiktiver Faktor wird kontrovers diskutiert. Ich
konnte keine signifikanten Unterschiede zwischen Ménnern und Frauen beziiglich der
postoperativen Infektionen und SIRS feststellen. AbschlieBend ist eine endgiiltige Bewertung
dieser Ergebnisse hinsichtlich der klinischen Relevanz aufgrund des fiir dieses sekundire Ziel
nicht ausreichenden Patientenkollektivs nicht moglich und sollte ein Anlass fiir zukiinftige

Studien mit entsprechender Fallzahl sein.
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