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1 Zusammenfassung

Einleitung: Eine postoperative Immunsuppression fuhrt zu einem erhohten Risiko fir
infektiose Komplikationen bei Patienten. Durch eine frihzeitige Erfassung wvon
Risikopatienten kdnnen Malinahmen, wie z.B. die Gabe immunstimulatorischer Medikamente
eingeleitet werden. Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt einer Therapie mit GM-CSF auf T-
Helferzellen vom Typ 1 (Th1-Zellen) zu untersuchen. Th1-Zellen sind eine Untergruppe der
T-Helferzellen (Th-Zellen) mit Funktionen in der Abwehr von Erregern und entziindlichen

Prozessen.

Methoden: Untersucht wurden jeweils 10 Patienten der GM-CSF bzw. der Placebogruppe in
einer randomisierten kontrollierten Studie, die sich elektiv einer Pankreas- oder
Osophagusresektion unterzogen und postoperativ eine Expression von HLA-DR unter 10.000
Antigene/Monozyt hatten. Die Bestimmung der Th1-Zellen erfolgte am Operationstag (OD)
und an funf postoperativen Tagen (POD1-5) durch Messungen der flr die Thl-Zellen
spezifischen Transkriptionsfaktoren STAT1 und T-bet mittels Real-time PCR, sowie durch
Messung der Sezernierung des Zytokins IFN-y in T-helfer Zellen nach einer ex vivo

Stimulation von isolierten PBMCs am Durchflusszytometer.

Ergebnisse: Die Studienergebnisse zeigten in der GM-CSF-Gruppe am zweiten (p=0.008)
und dritten postoperativen Tag (p=0.028) eine signifikant erhdhte Genexpression des
Transkriptionsfaktors STAT1 im Vergleich zur Placebogruppe. Die Genexpression fir T-bet
und der Anteil an IFN-y sezernierenden Thl-Zellen zeigte in der GM-CSF Gruppe im
postoperativen Verlauf einen Anstieg, jedoch gab es keine signifikanten Unterschiede im

Vergleich zur Placebogruppe.
Schlussfolgerung: In der vorliegenden Arbeit konnte ein signifikanter Effekt in der GM-
CSF-Gruppe in der Expression des Transkriptionsfaktors STAT1 im Vergleich zur

Placebogruppe detektiert werden.

Schlusselworter: STATL, T-bet, Th1-Zellen, GM-CSF, IFN-y, HLA-DR
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2 Abstract

Introduction: Postoperative immunosuppression leads to an increased risk of infectious
complications in patients. Through early detection of patients at risk, measures such as the
administration of immunostimulatory drugs, can be initiated. The aim of this study was to
investigate the effect of GM-CSF treatment in T-helper cell type 1 (Th1) cells. Thl cells are a
subset of T-helper cells (Th), with functions in the defense against pathogens and

inflammatory processes.

Methods: 10 patients from each of GM-CSF and placebo group were examined in a
randomized controlled trial, who electively underwent pancreatic or esophageal resection and
whose postoperative expression of HLA-DR antigens was below 10.000 antigen/monocyte.
The determination of Thl cells was carried out the day of surgery (OD) and at five
postoperative days (POD1-5) by measurements of the Thl cell-specific transcription factors
STAT1 and T-bet using real-time PCR, and by measuring secretion of cytokine IFN-y in Th

cells after ex vivo stimulation of isolated PBMCs by flow cytometry.

Results: The study results showed a significantly increased expression of the transcription
factor STATL in the GM-CSF group on the second (p = 0.008) and third postoperative day (p
= 0.028) compared to the placebo group. The expression of T-bet and the rate of IFN-y
secreting Thl cells showed an upsurge in the GM-CSF group during the postoperative period

however without significant differences compared to the placebo group.

Conclusion: In the present work, a significant effect on the transcription factor STAT1

expression in the GM-CSF group compared to the placebo group could be detected.

Keywords: STAT1, T-bet, Thl cells, GM-CSF, IFN-y, HLA-DR
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3 Einleitung

3.1 Die Reaktion von Immunkomponenten nach einer Operation

Das Immunsystem ist ein komplexes und bis ins Detail aufeinander abgestimmtes System von
ineinander greifenden Prozessen zum Schutz des Organismus vor kdrperfremden und
korpereigenen Pathogenen, die die Funktionalitat des eigenen Organismus einschranken oder
gefdhrden konnen. Eine Operation kann die Funktionalitdt einzelner Komponenten des
Immunsystems in dem Male beeinflussen, dass der Korper sich nicht mehr vor Pathogenen
schutzen kann. Bereits am ersten postoperativen Tag ist die zelluldre Immunantwort von
CD4+- und CD8+-T-Helferzellen sowie von humanem Leukozytenantigen (HLA-DR)
signifikant erniedrigt [1, 2]. Ist die Immunantwort direkt durch eine verminderte
Expressionsfahigkeit der Zellen oder indirekt durch eine reduzierte Anzahl von Immunzellen
vermindert oder inhibiert, kommt es zu einer Imbalance zwischen pro- und anti-
inflammatorischen Prozessen, die in einer Immunparalyse enden kann [3-5]. Diese
Veranderungen in der T-Zell-vermittelten Immunantwort kénnen zu einer Dysbalance der
Th1/Th2-Zellantwort fuhren [6, 7]. Das kritische Zeitfenster, in dem sich der Patient wahrend
einer bestehenden oder progredienten Immunparalyse befindet, kann fir das Outcome des
Patienten entscheidend sein. Patienten, die sich in einer Immunparalyse befinden, sind
anfalliger fur Infektionen [8-13]. Infektionen erschweren eine schnelle klinische Besserung
und fuhren regelhaft zu einer komplikationsreichen und langeren Krankenhausverweildauer
[14].

3.2 Funktion der Transkriptionsfaktoren STAT1 und T-bet in
der Entwicklung von Th1-Zellen

Die Transkriptionsfaktoren STAT 1 und T-bet sind spezifisch fiir die Entwicklung einer naiven
CD4+-T-Helferzelle (Th-Zelle) in eine CD4+-T-Helferzelle vom Typ 1 (Th1-Zelle). In dieser
Form konnen die Zellen eine suffiziente Immunantwort leisten und den Korper vor
Pathogenen schitzen. Wird von der Th-Zelle vermehrt das signalvermittelnde Gen ,,Signal
Transducer and Activator of Transcription 1“ (STAT1) exprimiert, induziert es in der Th-
Zelle die Expression des Transkriptionsfaktors ,, T-box expressed in T-cells* (T-bet). Dieser
stimuliert eine Untereinheit des Interleukin-12 (IL-12)-Rezeptors, dessen Interaktion mit dem

7
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T-Zell-Rezeptor (TCR) (ber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT4 zur
Differenzierung der Th-Zelle in eine Th1-Zelle fiihrt [15, 16] (Abbildung 1).

Induzierende Zytokine

STAT1,4

Ti boripti fakt
ranskriptionsfaktoren T-bet

T-helfer Subpopulaticn

IFM-y IL17
Produktion Zytokine IL-2 IL-21 IL-5
THF-m IL-22 IL-10
Pro-Inflammation | Pro-Inflammation| Anti-Inflammation Immuntoleranz
Funktion intraze lulér extrazel|ulbr Parasiten Homéostase
{(Wirus, Bakterien) | Autocimmunitgt AntikGrper Immunsupression

Abbildung 1: Entwicklung und Funktion der T-Helferzellen-Subpopulation aus einer naiven CD4+-T-Helferzelle nach
Interaktion mit einer antigenprésentierenden Zelle (APC). MHC II: Rezeptor auf APC, P: Pathogen, TZR: T-Zell-Rezeptor
(modifiziert nach [16])

Diese Thl-Effektorzelle kann nach Antigenkontakt durch Produktion grofRer Mengen
Interferon-gamma (IFN-y) die Differenzierung weiterer Th1l-Zellen verstarken [17-19]. Thl-
Zellen erfillen eine wichtige Funktion in der Pro-Inflammation und Beka&mpfung
intrazellularer Pathogene (Viren, Bakterien) [20-24], weil auch sie das Zytokin Interferon-
gamma (IFN-y) exprimieren. Dadurch werden Makrophagen aktiviert und in Kombination mit
anderen Leukinen die Zytotoxizitat von CD8+-T-Zellen gesteigert [25]. Je mehr IFN-y von
Thil-Zellen produziert wird, desto mehr Thil-Zellen kdnnen sich aus nativen CD4+-T-
Helferzellen differenzieren. Diese autostimulierende Funktion der Thl-Zellen ist essentiell fur
die erfolgreiche Bekdmpfung einer Infektion. Brune et al. wiesen in einer prospektiven Studie
nach, dass die T-Zell Expression von Mediatoren des Immunsystems wie Interferon-gamma
(IFN-y), TNF-alpha (TNF-a) und Interleukin-2 (IL-2) bei Patienten nach laparoskopischer
Cholezystektomie signifikant hoher waren als in einer Gruppe, die sich einer offenen
Cholezystektomie unterzogen hatte [26].
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3.3 Substitution von Granulozyten-Monozyten-Kolonie-
stimulierendem Faktor (GM-CSF)

Eine Substitution mit GM-CSF wirkt sich auf die Komponenten der zellularen Immunantwort
stimulierend aus, indem es die Entwicklung von Monozyten und Neutrophilen aus
hédmatopoetischen Zellen anregt [27-31]. Insbesondere der Effekt auf dendritische Zellen
(DC), die die Entwicklung von Thl-Zellen vorantreiben, ist hervorzuheben [32-34].
Préasentiert eine antigenprésentierende Zelle (APC) ein Antigen uber ein MHC-11-Molekiil an
eine Th-Zelle, bildet sie unter anderem IFN-y, Interleukine und GM-CSF. Uber diese
Mediatoren wird die Immunreaktion koordiniert und B-Zellen zur Antigenproduktion
stimuliert [35]. GM-CSF bewirkt die vermehrte Bildung von Granulozyten, myeloischen
dendritischen Zellen und Monozyten und steigert deren Immunkompetenz und
Phagozytosefahigkeit [9, 36, 37]. Somit kdnnte eine unspezifische Immunstimulation mit
GM-CSF eine Immundepression verhindern, indem es die Differenzierung der T-Zellen zu
Thil-Zellen anregt. In den USA ist Leukine® (Wirkstoff: Sargramostim) als humanes
rekombinantes GM-CSF bei Patienten mit akuter myeloischer Leukdamie (AML) nach
myelosuppressiver Chemotherapie zur schnelleren Erholung der Neutrophilen zugelassen, um
die Inzidenz schwerer lebensbedrohlicher Infektionen zu minimieren. GM-CSF kann
Neutropenien bei Tumorpatienten nach einer Chemotherapie verhindern [31, 38-45]. In einer
nicht randomisierten klinischen Untersuchung konnte gezeigt werden, dass GM-CSF die
Antigenprasentation tber HLA-DR-Expression und die ex vivo Lipopolysaccharid-induzierte
pro-inflammatorische  Zytokinsekretion steigert. Dabei konnte eine postoperative
Immundepression bzw. eine frihe Immunparalyse durch die Messung der HLA-DR-
Expression auf Monozyten (MHLA-DR) detektiert werden [9].
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4 Studienziel

Ziel dieser Studie war es, in einer randomisierten kontrollierten Studie den Zusammenhang
einer postoperativen Gabe von GM-CSF oder Placebo auf CD4+-T-Helferzellen vom Typ 1
(Th1-Zellen) bei immunsupprimierten Patienten mit einer verminderten HLA-DR-Expression
nach einer elektiven Pankreas- oder Osophagusresektion zu analysieren. Die Thi-Zellen
wurden durch Messungen der fur die Th1l-Zellen spezifischen Transkriptionsfaktoren STAT1
und T-bet mittels Real-time-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) sowie durch intrazellulére
Messung des Zytokins IFN-y nach einer ex vivo Stimulation von isolierten PBMCs im

Durchflusszytometer bestimmt.

10
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5 Methodik
5.1 Studiendesign

Im Studienzentrum der Charité — Universitatsmedizin Berlin Klinik fiir Andsthesiologie mit
Schwerpunkt operative Intensivmedizin wurden die hier publizierten Daten in der klinischen
Addiction Research Team VI — Studie ,,Einfluss einer postoperativen Vakzination oder Gabe
von GM-CSF bei immunsupprimierten Patienten nach Pankreas- oder Osophagusresektion auf
den Verlauf einer Immunsuppression und die postoperative Infektionsrate® erhoben (Kurztitel:
ART VI, EudraCT-Nummer.: 2007-003111-31). Die Studie wurde als monozentrische,
prospektive, dreiarmige, placebokontrollierte, randomisierte Doppelblindstudie im Double-
Dummy-Design durchgefiihrt. Beginn und Ende der klinischen Prifung erfolgte im Zeitraum
vom 26.10.2008 bis zum 16.04.2011 (first patient first visit — last patient last visit).

Aus Grinden der Vollstandigkeit wurde die Mutagrip-Gruppe aus der ART VI-Studie im
Einschlussbaum (Abbildung 2) aufgefihrt. Fir die vorliegende Dissertationsarbeit wurden nur
die Ergebnisse aus der Placebogruppe mit den Ergebnissen aus der GM-CSF-Gruppe
verglichen und ausgewertet. Die Ergebnisse aus der Mutagrip-Gruppe sind nicht Gegenstand

der vorliegenden Arbeit.

11
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5.1.1 Randomisierung des Patientenkollektivs

n=319

Nicht eingeschlossene Patienten in der praoperativen
Screeningphase, n= 235

Patienten zum Screening (elektive Pankreas- und Osophagusresektion), }

v
Teilnahme Einschlusskriterien
Eingeschlossene L abgelehnt, n=236 nicht erfu“t n=199

Patienten

n=284

Nach Einschluss wieder ausgeschlossene Patienten in der
postoperativen Phase, n = 21

A 4 v
HLA-DR > 10.000, sonstlge Grinde, }

n=18

Randomisierte Patienten,

n=63
Drop out,n =2

v

GM-CSF-Gruppe Mutagrip-Gruppe Placebogruppe

n=20 n=21 n=20
Keine T-Zellanalyse Keine T-Zellanalyse
n=10 n=10
v
Analyse Thl-Zellen Analyse Thl-Zellen
n=10 n=10

Abbildung 2: Einschlussbaum der Addiction Research Team VI (ART VI) — Studie: Dreiarmige, placebokontrollierte,

randomisierte Doppelblindstudie im Double-Dummy-Design. Die Ergebnisse aus der Thl-Zellanalyse von je 10 Patienten
aus der GM-CSF- und aus der Placebogruppe sind in die Auswertungen dieser Arbeit eingeflossen.

12
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5.2 Prufmedikament

Im Studienarm der GM-CSF-Gruppe erhielten alle Patienten eine postoperative Behandlung
mit Sargramostim (Leukine®, Bayer Health Care™). Eine Ampulle Leukine® enthélt 250 pg
lyophilisiertes Leukine® (Pulver) (rekombinantes humanes Granulozyten Makrophagen
Kolonie stimulierender Faktor, GM-CSF). Das Medikament muss zu Injektionszwecken in 1
ml sterilem Wasser aufgenommen werden. Das lyophilisierte Leukine® enthalt aul3erdem 40
mg/ml Mannitol, 10 mg/ml Saccharose und 1,2 mg/ml Tromethamine. Die Dosierung fir
Leukine®: 250 pg/m2 Korperoberflache; Aufbereitung des Medikamentes in 24 ml Lésung.
Das Priufpréaparat wurde tUber 24 h intravends (i.v.) als kontinuierliche Applikation Uber einen
Perfusor mit einer Laufrate von 1 ml/h am ersten postoperativen Tag (POD1) und in
Abhéngigkeit der HLA-DR-Expression gegebenenfalls auch am POD2 bzw. POD3 injiziert.
Im Studienarm der Placebogruppe erhielten alle Patienten gemald Studienprotokoll isotone
Kochsalzlésung (NaCl 0,9%, Braun™) i.v., 24 ml/24 h als kontinuierliche Applikation iiber
einen Perfusor mit einer Laufrate von 1 ml/h am ersten postoperativen Tag (POD1) und in
Abhéngigkeit der HLA-DR-Expression gegebenenfalls auch am POD2 bzw. POD3.

5.3 Screening des Patientenkollektivs

Die chirurgische Intervention und der postoperative Aufenthalt aller Studienpatienten wurden
in der Klinik fir Allgemeinchirurgie und in der Klinik fiir Anasthesiologie mit Schwerpunkt
operative Intensivmedizin am Campus Charité Virchow-Klinikum im Zeitraum vom
26.10.2008 bis 16.04.2011 durchgefiihrt. Nach chirurgischer und andsthesiologischer
Aufklarung der Patienten, die fur eine elektive Pankreasresektion oder eine elektive
Osophagusresektion im oben genannten Zeitraum vorgesehen waren, wurden die Patienten
auf die Studie aufmerksam gemacht, mindlich und schriftlich Gber die Inhalte der Studie und
mit der Studienteilnahme verbundene mdgliche Risiken und Nebenwirkungen durch den
Studienarzt aufgeklart. Das Aufklarungsgespréch und die Einwilligung wurden in schriftlicher
Form dokumentiert, die Einwilligung vom Studienpatienten und vom Studienarzt
unterschrieben. Eine Blutentnahme zur Feststellung mdglicher Ausschlusskriterien wurde im

Anschluss an das Aufklarungsgesprach durchgefiihrt.

13
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5.3.1 Einschlusskriterien

Préoperativ mussten folgende Einschlusskriterien erflllt sein: Alter mindestens 18 Jahre,
elektive Pankreasresektion respektive Osophagusresektion, Vorliegen der schriftlichen
Einwilligungserklarung gemal AMG 840 (1) 3b), bei weiblichen Studienpatienten negativer
Schwangerschaftstest (B-HCG im Urin) und eine postoperativ hocheffektive Kontrazeption
bei Frauen (definiert als Pearl Index < 1) bzw. anamnestisch mehr als 2 Jahre
postmenopausal. Die HLA-DR-Expression auf Monozyten musste < 10.000

Antigene/Monozyt am ersten postoperativen Tag (POD1) sein.

5.3.2 Ausschlusskriterien

Zu den Ausschlusskriterien der Studie zéhlten eine bekannte angeborene oder erworbene
Bluterkrankung, eine Chemo- oder Radiotherapie innerhalb der letzten 28 Tage, eine
nachgewiesene Infektion in den letzten 7 Tagen vor der Operation, Leuk&mie, eine bekannte
Virusinfektion mit Hepatitis-B/Hepatitis-C oder positiver Labortest im Rahmen des
Screenings, Autoimmunerkrankungen, die Einnahme von Immunsuppressiva bis zu vier
Wochen vor Studieneinschluss. Instabile Angina pectoris, symptomatische Herzfehler,
thrombembolische Ereignisse oder Laborwerte am préoperativen Tag (Tabelle 1) zéhlten

ebenfalls zu den Ausschlusskriterien.

Tabelle 1: Bei Vorliegen mindestens einer der in der Tabelle aufgefiihrten Laborwerte am prdoperativen Tag konnte kein
Einschluss in die Studie erfolgen. ALT: Alanin-Aminotransferase, AST: Aspartat-Aminotransferase

Préoperative Laborwerte Ausschlusskriterien erflllt, wenn
Thrombozyten <100.000/ul

Neutrophile < 1.500/ul

Hamoglobin <8 g/l

Bilirubin > 2 g/dl

Kreatinin > 1,5 g/dl

AST/ALT > 90 U/l

14
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5.4 Studienablauf

Am Operationstag (OD) wurden alle Patienten, die einer Studienteilnahme zugesagt hatten
und bei denen keine Ausschlusskriterien vorlagen, als potentielle Studienpatienten betrachtet
und die Narkose nach Studienprotokoll gemdR den Kklinikinternen Standard Operating
Procedures (SOPs) durchgefuhrt. Um 06:30 Uhr am OD wurde préoperativ eine
Blutentnahme zur Bestimmung der Laborparameter durchgefihrt. Die Screeningphase endete
am ersten postoperativen Tag (POD1) mit Bestimmung der HLA-DR-Expression. Lag die
HLA-DR-Expression am ersten postoperativen Tag (POD1) < 10.000 Antigene/Monozyt, war
das letzte Einschlusskriterium erflllt und der Patient wurde fur die Studie randomisiert. Ein
Abfall der HLA-DR-Expression unter 10.000 Antigene/Monozyt wurde als klinisch
unauffallige Immunparalyse interpretiert. Nach téglicher Bestimmung von HLA-DR wurde
bei einer HLA-DR-Expression < 10.000 Antigene/Monozyt das Studienmedikament am
ersten postoperativen Tag (POD1) bis zum dritten postoperativen Tag (POD3) intravends
injiziert. Die Blutentnahmen am POD1 bis POD5 erfolgten taglich um ca. 06:30 Uhr + 30
min. Das enge Zeitfenster wurde festgelegt, um mdgliche Einfliisse durch die zirkadiane
Rhythmik des Patienten zu minimieren. Am POD4 und POD5 wurden Blutentnahmen
durchgefuhrt, jedoch kein Studienmedikament verabreicht, auch wenn die HLA-DR-
Expression auf Monozyten < 10.000 Antigene/Monozyt lag. Vom POD1 bis POD9 wurden
die Patienten téglich durch das Studienpersonal visitiert und koérperlich untersucht. Die
Dokumentation aller erhobenen Daten, Befunde und Vitalparameter wurden in
pseudonymisierter Form schriftlich im Case Report Form (CRF) erfasst und in der
elektronischen Datenbank gespeichert. Alle Patienten wurden préoperativ fir einen
Periduralkatheter (PDK) aufgeklart. Die préoperative Nichternheit betrug 6 h
Nahrungskarenz und 2 h Flussigkeitskarenz. Die Narkoseeinleitung und Narkosefiihrung

wurden gemal} Studienprotokoll durchgefthrt:

- Gabe der Antibiotikaprophylaxe in der Einleitung

- PDK Anlage; bei Vorliegen einer Kontraindikation fir die PDK-Anlage wurde
alternativ ein Remifentanil-Perfusor zur perioperativen Analgesie angeschlossen

- Desfluran als Narkosegas

- Bispektralindex® (BIS) Monitoring mit Zielwerten zwischen 40-60

- Wérmung des Patienten mit einer Warmluftfolie

15
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- Intervention mit Enoximon bei Abweichen des Cardiac Index unter 2,5 (I/min)/m2
Kdperoberflache

- Intervention mit Katecholaminen bei Hypotension

- Intervention mit Insulin und ggf. Kalium bei intraoperativen Blutglukosewerten ber
150 mg/dl

- Transfusion von EKs nach Hb-Wert (<6 g/dl bzw. <8 g/dl bei Risikopatienten)

- wiederholte Gabe des Antibiotikums nach 3h

- Dokumentation des intraoperativen Blutverlustes.

Tabelle 2: Ubersicht zum Behandlungsschema und Studienablauf nach Einschluss der Studienpatienten vom OD bis POD30.
Am POD9 erfolgte die Abschlussvisite (AV) und am POD30 die Nachbefragung (NB) der Studienpatienten. ,X“: Manahme
durchgefiihrt. ,-“: Manahme nicht durchgefihrt.

oD POD1 POD2 POD3 POD4 POD5 | POD6-9 | POD30

Visite X X X X X X X (AV) | X+NB

Intervention mit

Studienmedikament,
wenn > X X X = = - -
HLA-DR<10.000AG/M

STAT1

T-bet

T-Helferzellen

Thil-Zellen

X| X| X| X| X
X| X| X| X| X
X | X| X| X| X
X| X| X| X| X
X| X| X| X| X
X| X| X| X| X

HLA-DR (AG/M)
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5.5 Material

Tabelle 3: Auflistung der Materialien mit Materialbezeichnung und Bezugsquelle

Materialbezeichnung

Bezugsquelle

Ldsungen, Puffer,

BD FACS Flow

BD Biosciences, Heidelberg

Reagenzien BD FACS Lysing solution BD Biosciences, Heidelberg
BD FACS shutdown solution BD Biosciences, Heidelberg
BD FACS Clean BD Biosciences, Heidelberg
Biocoll Separating solution, Biochrom AG, Berlin
(Isotonic Solution, Density 1,077g/ml)
Phosphate Buffered Saline (PBS) PAA Laboratories GmbH,
Colbe
Essigséaure (3%) Merck, Darmstadt
Ethanol unvergéllt Merck, Darmstadt
lonomycin Sigma-Aldrich, Steinheim
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) | Sigma-Aldrich, Steinheim
Iscove's Modified Dulbecco's Media Invitrogen, Karlsruhe
(IMDM)
Recombinant RNasin Promega, Mannheim
(Ribonuclease-Inhibitor)
TagMan: Universal PCR Master Mix Applied Biosystems,
Darmstadt
Kits BD Cytofix/Cytoperm™ Plus Fixation/ | BD Biosciences, Heidelberg
Permeabilization Kit with BD
GolgiStop™
PAXgene Blood RNA Kit PreAnalytiX,
Hombrechtikon, Schweiz
Gerate 7500 Real-time-PCR System Applied Biosystems,

Darmstadt

BD FACS Canto I,
Durchflusszytometer

BD Biosciences, Heidelberg

Centrifuge 5415 R, mit Kuhlfunktion

Eppendorf, Hamburg

Centrifuge 5424

Eppendorf, Hamburg

Centrifuge 5804

Eppendorf, Hamburg

CO»-Inkubator

SANYO, Osaka, Japan

Herasafe Sterilbank

Heraeus Instruments, Hanau

Lichtmikroskop, Type 090/131001

Leica Mikroskopie &
Systeme GmbH, Wetzlar

Mastercycler personal

Eppendorf, Hamburg

Multifuge 3 L-R

Heraeus, Hanau

Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg

Vortex

Janke & Kunkel, Staufen

Neubauer Zahlkammer

Braun™, Melsungen
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Fortsetzung Tabelle 3

Materialbezeichnung

Bezugsquelle

Arbeitsmaterialien

1°C Freezing Container

Nalgene®, Rochester, USA

Eindriickstopfen, farblos

Sarstedt AG & Co.,
Nurnbrecht

FALCON Multiwell, 24 well

BD Biosciences, Heidelberg

FALCON 5 ml Polystyrene

BD Biosciences, Heidelberg

FALCON Cell Strainer

BD Biosciences, Heidelberg

FALCON Rohrchen mit
Schraubverschluss (steril), 15 ml und
50 ml

BD Biosciences, Heidelberg

FALCON Serological Pipet, sterile 10
ml

BD Biosciences, Heidelberg

Flachendesinfektionsmittel, Decosept

Dr. Schumacher GmbH,

Melsungen

Latex Examination Gloves, Powderfree | Charité Berlin, Made in
Malaysia

Micro tube 0,5 ml Sarstedt AG & Co.,
Nurnbrecht

MicroAmp, Optical 96-Well Reaction | Applied Biosystems,

Plate Darmstadt

MicroAmp, Optical Adhesive Film Applied Biosystems,
Darmstadt

PCR Compatible, DNA/RNA/RNAse
free, Multipipette plus

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen 10 pl

Greiner bio-one, Deutschland

Pipettenspitzen 100 pl

Greiner bio-one, Deutschland

Pipettenspitzen 200, 1000, 5000 pl

Sarstedt AG & Co.,
Nirnbrecht

Research Pipette 10, 100, 500, 1000 pl

Eppendorf, Hamburg

Safe Seal Microtube, 2 ml

Sarstedt AG & Co.,
Nirnbrecht

Transferpipette, steril

Sarstedt AG & Co.,
Nurnbrecht

Antikorper

anti-Human CD3 Pacific Blue Maus,
monoclonal

BD Biosciences, Heidelberg

anti-Human CD8 APC Maus,
monoclonal

BD Biosciences, Heidelberg

anti-Human IFN-y FITC Maus,
monoclonal FITC isotyp mouse 1gG1

BD Biosciences, Heidelberg
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Tabelle 4: Verwendete Sequenzen der Primer und Sonden der humanen Transkriptionsfaktoren T-bet und STAT1 sowie flir
das Haushaltsgen humanes HPRT (=Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase)

Gen Oligonukleotidsequenzen von 5°-3’ Verdinnung
Sonden 5’-Fam+3’-Tamra
human HPRT fw AGT CTG GCT TAT ATCCAACACTTCG 300
rev GAC TTT GCT TTC CTT GGT CAG G 300

Sonde [TTT CAC CAG CAA GCT TGC GAC CTT GA

human t-bet fw GAG GGZ CGC GCT CAA CAA 300
rev TTG CAC AGT A AATGA CAGGAATG 300
Sonde |CACCTGTTGTGG TCC AAG TTT AAT CAG
CACC
Assay ID
human STAT1 Hs01014002_m1

5.6 Durchfiihrung der Blutentnahme bei Studienpatienten

Alle Blutentnahmen zur Bestimmung der Zielparameter wurden am Operationstag (OD)
praoperativ um 06:30 Uhr und am POD1 bis POD5 téglich zwischen 06:30 Uhr + 30 min
entnommen. Die Blutentnahme wurde unter Beriucksichtigung der Hygienevorschriften
gemal Klinikinterner SOPs durch das Studienpersonal durchgefuhrt. Abnahmeort fir die
Blutentnahmen waren periphere Zugange oder ZVK (zentralvendser Katheter) bzw. falls
vorhanden ein arterieller Zugang. Die Proben fir die HLA-DR Bestimmung wurden nach
Abnahme direkt innerhalb eines Zeitfensters von 60 min zur weiteren Bearbeitung in das
Immunologielabor der Charité Campus Mitte gebracht. Die Blutréhrchen fiir die Bestimmung
der restlichen Zielparameter wurden nach Abnahme direkt im internen Forschungslabor der

Charité Campus Virchow-Klinikum bearbeitet und die Messungen durchgefiihrt.

5.7 Bestimmung der Transkriptionsfaktoren STAT1 und T-bet
mittels Real-time-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die Real-time-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) ist eine schnelle und sehr sensitive

Methode zur Analyse von Desoxyribonukleinsdure (DNA) - Abschnitten. Es handelt sich
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dabei um eine durch spezifische Primer definierte enzymatische in vitro Replikation. Um das
Automatisierungsniveau der PCR zu erhohen, wurde ein homogener Essay entwickelt, bei
dem Amplifikation und Spezifitdtsnachweis eines PCR-Produktes in einem Reaktionsgefal
ablauft. Die quantitative Aussagekraft der Methode héngt maligeblich von der Qualitat und
Quantitat der vorausgegangenen Arbeitsschritte ab. Hierbei spielt der Probenaufschluss, die
Reinheit der préparierten RNA, die Effizienz der komplementdren Desoxynukleinsdure
(cDNA) -Synthese und die Qualitat der amplifizierten Produkte eine wichtige Rolle. Mit Hilfe
von Fluoreszenzmessungen, die wahrend des PCR-Zyklus erfasst werden, findet die
Quantifizierung statt. Dazu werden Fluoreszenzfarbstoffe oder fluoreszenzfarbstoffmarkierte
Sonden verwendet. Sie konnen sich sequenzspezifisch zwischen den Primern an die Ziel-

DNA anlagern.

5.7.1 RNA-Isolation und cDNA-Synthese

Ribonukleasen sind sehr stabile Enzyme, die das Autoklavieren berstehen und RNA in
kurzer Zeit degradieren konnen. Deshalb wurden folgende Richtlinien bei der manuellen
RNA-Isolation stets beachtet:

- stationdrer RNA-Arbeitsplatz, der mit Pipettensdtzen ausgestattet ist, die nur flr das
Arbeiten mit RNA zu verwenden sind.

- Tragen von Handschuhen bei allen Arbeitsschritten

- Benutzung von Materialien und Geréten, die keinen Kontakt mit anderen biologischen
Materialien hatten.

Als Kit fur die RNA-Extraktion wurde das ,,PAXgene Blood RNA Kit" der Firma
PreAnalytiX verwendet. Die Zusammensetzung der einzelnen Puffer und Lésungen ist, sofern
vom Hersteller angegeben, auch hier aufgefihrt.

Fur die RNA-Extraktion wurden jeweils 2,5 ml Vollblut in PAX-Gene Tubes verwendet. Die
Blutproben wurden gemaR der Beschreibung aus Kapitel 3.6 beim Patienten abgenommen.
Die PAX-Gene Tubes sind vom Hersteller mit einem RNA-stabilisierenden Additiv befillt
und zur Isolation intrazelluldrer RNA aus Vollblut fir das RT-PCR-Verfahren bestimmt. Die
Proben wurden nach Abnahme bei Raumtemperatur eine Stunde lang inkubiert und im
Anschluss fur 24 Stunden in einem -20 °C Tiefkihlschrank gelagert. Bis zur Bearbeitung
lagerten die Tubes bei -80 °C. Die Lagerungshdchstdauer von 24 Monaten bis zur
Bearbeitung der Proben wurde dabei nicht tberschritten. Am Vortag der RNA-Extraktion

wurden die Proben aus dem -80 °C Gefrierschrank enthommen. Zu Beginn der Bearbeitung
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der RNA-Extraktion wurden die PAXgene Tubes geschwenkt, anschlieRend bei 4000 g fur 10
min zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Das entstandene Sediment wurde in 5 ml
RNase freiem Wasser resuspendiert und bis zum vollstdndigen Auflosen des Sediments
geschiittelt. AnschlieRend wurde erneut fir 10 min bei 4000 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde erneut dekantiert, das Sediment in 360 pl BR1-Puffer resuspendiert und in
ReaktionsgefaRe (1,5 ml Volumen) Uberfihrt. Zur Aufreinigung der Probe erfolgte die
Zugabe von 300 pl BR2-Puffer und 40 pl Proteinkinase K. Proteinkinase K ist eine Protease
mit endo- und exoproteolytischer Aktivitat und wird fur den Abbau von Proteinen in
Zelllysaten und zur Freisetzung von Nukleinséduren verwendet. Die Probe wurde in einem
Thermomixer bei 55 °C flr insgesamt 10 min geschittelt. Im Anschluss erfolgte eine
Zentrifugation bei Raumtemperatur bei 16000 g fiir 10 min. Der Uberstand wurde in einem
Reaktionsgefa® mit 350 pl Ethanol absolut versehen und gemischt. In zwei
Pipettiervorgangen wurden je 700 ul des Lysat-Ethanol-Gemisches auf eine Extraktionssaule
pipettiert und diese jeweils in ein Reaktionsgefal3 tberfihrt, indem das Gemisch 1 min lang
bei 16000 g zentrifugiert wurde. Bei diesem Arbeitsschritt absorbierte die RNA an die Matrix
der Extraktionssaule. 350 pul BR3 Puffer wurden danach auf die Extraktionsséule pipettiert
und bei 16000 g zentrifugiert. Dadurch wurde die RNA von mdglichen Verunreinigungen
befreit. Um die RNA von der Extraktionssaule zu resorbieren, wurde ein DNase-Mix aus 10
pl DNase + 70 pul RDD (=Puffer, im Kit enthalten, Zusammensetzung urheberrechtlich
geschutzt und wird vom Hersteller nicht angegeben) vorbereitet und dieser auf die
Extraktionssaule pipettiert. Die Proben inkubierten fur mindestens 30 min bei
Raumtemperatur im Dunkeln und wurden im Anschluss zur Aufreinigung mit 350 pl BR3
und zwei weiteren Waschvorgangen mit je 500 pl BR4 Puffer unterzogen. Auf jeden
Pipettiervorgang erfolgte die Zentrifugation bei 16000 g fur 1 min Die Eluierung der RNA
von der Matrix erfolgte in zwei Schritten mit 30 pl bzw. 20 pul BR5 Puffer und dem
Zentrifugieren der Proben. Die extrahierten RNAs lagerten bis zur weiteren Verarbeitung bei
-80 °C. Alle Arbeitsschritte auRerhalb des Thermocyclers wurden auf Eis durchgefihrt. Fir
das quantitative RT-PCR-Verfahren musste die isolierte RNA in komplementdre DNA
(cDNA) umgeschrieben werden. Hierflir wurden 21,5 pl der isolierten RNA mit 2 ul Oligo-
dT-Nukleotid-Primer in einem Reaktionsgefal’ fur 10 min bei 75 °C im Thermocycler erhitzt.
Im Anschluss wurden 8 pl Reaktionspuffer (RB), 4 ul dNTP, 2 ul DNase und 0,5 pl
Ribonuclease Inhibitor (RI) hinzugegeben und fur 30 min bei 37 °C im Thermocycler

inkubiert. Zum Inaktivieren der DNase erfolgte eine finale Inkubation fir 5 min bei 75 °C. Im
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Anschluss wurde 1 pl Ribonuclease Inhibitor (RI) und 1 pl Reverse-Transkriptase zugeflgt
und fur 60 min bei 42 °C im Thermocycler inkubiert. AbschlieBend wurde eine Inkubation
der Proben fur 5 min bei 94 °C durchgefiihrt. Die cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung

bei -20 °C gelagert.

5.7.2 Messung der Transkriptionsfaktoren STAT1 und T-bet
mittels RT-PCR

Fur jeden TagMan-Ansatz wurden Doppelwerte nach folgendem Pipettierschema generiert:
6,25 pl TagMan-Master Mix

3,0 pl Primermix (STAT1 bzw. T-bet)

3,25 ul cDNA

0,5 ul Sonde

>=13 ul

Die Standardkurve wurde im 96-Well-Format 2-fach pipettiert und mit dem zu
untersuchenden Panel und dem entsprechenden Kontrollgen (Haushaltsgen humanes HPRT
(=Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase)) amplifiziert. Nach erfolgter RT-PCR
wurden die Mittelwerte der cycle threshold (Ct) zur Auswertung verwendet. Eine
Abweichung der Doppelwerte um maximal 0,5 Ct wurde toleriert.
Die Zielsequenz wurde zu der Expression des Kontrollgens ins Verhéltnis gesetzt. Das
dimensionslose Ergebnis wurde flr die Auswertung wie folgt berechnet:

1. Bildung des ACt-Wertes: ACt = Mittelwert Ct der Zielsequenz - Mittelwert Ct des

Kontrollgens

2. Berechnung des dimensionslosen Ergebnisses mit der Formel: 2*-ACt [46].

5.8 Isolierung und Stimulation von mononuklearen Zellen des
peripheren Blutes (PBMCs)

Zu den mononukleédren Zellen des peripheren Blutes (Peripheral Blood Mononuclear Cells

(PBMCs)) zahlen vor allem B- und T-Lymphozyten, Monozyten, nattrliche Killerzellen (NK-

22



Charité — Universitatsmedizin Berlin 5 Methodik

Zellen) und Thrombozyten. Sie kdénnen mittels Dichtegradzentrifugation unter Zugabe von
Biocoll (Ficoll), einem Zellseparationsmedium, von den ubrigen zelluldaren Bestandteilen
getrennt werden. Die Biocoll Trennlosung hat mit 1,077 g/ml eine groRere Dichte als
Lymphozyten, Monozyten und Thrombozyten, daflr aber geringer als die von Erythrozyten
und Granulozyten, so dass diese Zellen am GefélRboden pelletieren. Die Isolierung der
PBMCs erfolgte gemaR dem standardisierten klinikinternen Laborprotokoll. Alle Arbeiten
wurden unter der Sterilbank durchgefiihrt. Nach der Blutentnahme wurden 18 ml Citrat-
Vollblut im Verhéltnis 1:1 mit sterilem, Phosphate Buffered Saline (PBS) bei
Raumtemperatur verdinnt. AnschlieBend wurden in vier 15 ml Rohrchen je 3 ml Biocoll
vorgelegt, mit 9 ml des Blut-PBS-Gemisches vorsichtig tiberschichtet und fir 20 min bei 800
g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das synthetische Polysaccharid Biocoll ist ein neutrales,
stark verzweigtes Polymer aus Saccharose-Monomeren. Monozyten und Lymphozyten
sammeln sich aufgrund ihres geringen Gewichts in der Interphase zwischen Medium und
Plasma, wo sie mit einer Pasteurpipette abgenommen und in ein neues 50 ml Réhrchen
uberfiihrt wurden. Die PBMCs wurden anschlielend zweimal mit PBS gewaschen und in 1ml
PBS resuspendiert. 10 ul der PBMC Zellsuspension wurden mit 190 ul Essigsaure (3%)
verdunnt und grindlich durchmischt. Danach erfolgte das Auszahlen der Zellen mit Hilfe
einer Neubauer Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop. Es wurden vier Quadranten der
Zahlkammer ausgezéhlt, deren Mittelwert gebildet und dieser mit dem Verdinnungsfaktor 20
sowie dem Dimensionsfaktor 1000 multipliziert, um die Anzahl der Zellen pro Milliliter
Zellsuspension zu berechnen.

Das Kultivieren der Zellen erfolgte in Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) in
einer Konzentration von 2 x 10° Zellen/ml in einer 24-Well Zellkulturplatte bei 37 °C und 5%
CO,. Nach zwei Stunden wurden die Zellen mit 10 pl Phorbol-12-Myristat-13-Acetat [25
ng/ml] (PMA) und 20 pl lonomycin [500 ng/ml] stimuliert. PMA simuliert hierbei eine T-
Zellrezeptor (TCR)-Stimulation durch Aktivierung des Signaltransduktionsweges des TCR.
lonomycin fuhrt zur Aktivierung der Proteinkinase C und der intrazelluldren
Calciumfreisetzung. Dadurch wurden die T-Zellen aktiviert und zur Zytokinproduktion
angeregt. Dabei handelte es sich um eine rezeptorunabhéngige Stimulation. Um zu
verhindern, dass es zur Sekretion von Zytokinen Uber die Zellmembran kommt und um eine
Anreicherung aller Zytokine in der Zelle zu erreichen, wurde den Zellen nach zweistlindiger
Inkubation 2 pl Golgi-Stop (Monensin)/Well zugesetzt und fur weitere 2 h inkubiert.
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5.8.1 Bestimmung von IFN-y produzierenden Thl-Zellen am

Durchflusszytometer

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode um parallel verschiedene physikalische Parameter
von Zellen in Lésung, welche in hohem Tempo einzeln an einem Lichtstrahl vorbei flieRen,
zu analysieren. Aus dem resultierenden Streulicht und den Fluoreszenzemissionen kdnnen die
Eigenschaften der Zelle abgeleitet werden.

Nach vier Stunden Inkubationszeit wurde die Zellsuspension aus der Platte entfernt, in ein 50
ml Rohrchen pipettiert, mit sterilem PBS versehen und bei 200 g fur 5 min zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 1ml PBS resuspendiert, die Zellen mit einer 1:5 Verdiinnung gezahlt und das
Pellet nach wiederholtem Zentrifugieren so aufgenommen, dass 2 x 10° Zellen in 200 pl PBS
enthalten waren. Je 100 ul der Zelllésung wurde in ein Reaktionsgefal? vorgelegt und fir die
Oberflachenfarbung mit 3 pl des Antikorpers CD3 Pacific Blue und 5 pl des CD8 APC fir 20
min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Da es durch die Stimulation mit
PMA/lonomycin zu einer Degradierung der CD4-Oberflachenmolekiile kommen kann,
erfolgte der Nachweis von CD4+-Zellen Uber die Farbung der CD8- Molekdle. Alle Zellen,
die CD3-positiv- und CD8-negativ waren, wurden dadurch als CD4+-Zellen definiert
(Abbildung 3).

AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Dies wurde durch die Zugabe
von 0,5 ml FACS™-Fix/Perm Solution und einer Inkubation von 10 min im Dunkeln bei
Raumtemperatur erreicht. Nach einer Zentrifugation bei 200 g wurden die sedimentierten
Zellen mit 1 ml FACS™-Perm/Wash Solution resuspendiert und fiir 10 min bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Hierauf folgte eine weitere Zentrifugation und ein

weiterer Waschschritt mit 100 pl FACS™-Perm/Wash Losung. Im Folgeschritt wurde den
Zellen zur intrazellularen Farbung von IFN-y insgesamt 1 pl der Antikorperlosung IFN-y-

FITC zugegeben und fir 30 min lichtgeschitzt bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen zweimal in Perm/Wash Lésung gewaschen, in 200 pl FACS™.-Puffer resuspendiert
und im Durchflusszytometer gemessen. Um sicherzustellen, dass die verwendeten Antikorper
nicht unspezifisch binden, wurden regelmaRig Isotypenkontrollen mitgefiihrt. Die FITC-
konjugierte Isotypen-Kontrolle (IG61 FITC) wurde mit der gleichen Konzentration eingesetzt
und entspricht demselben Immunglobulin-Isotyp wie der spezifische Antikdrper, bindet aber
nicht spezifisch an humane Antigene. Von jeder Probe wurde zu jeder Messung eine
Kontrolle durchgefiihrt, bei der die Zellen nicht intrazelluldr geférbt wurden, um ein falsch
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positives Ergebnis durch die Eigenfluoreszenz der Zellen bei der Messung auszuschliel3en.
Die durchflusszytometrische Analyse der Thil-Zellen erfolgte am FACS™Canto |l
Durchflusszytometer unter Verwendung der Software BD-FACSDiva™ (Version 6.1.1) der

Firma BD Biosciences.
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Abbildung 3: Exemplarische Darstellung einer Messung von Thl-Zellen am Durchflusszytometer. 3a:

Lymphozytenpopulation, 3b: T-Zellen, 3c: CD4+-T-Helferzellen, 3d: IFN-y sezernierende Thl-Zellen, 3e: Statistik der
Populationen.

5.9 Biometrie und statistische Auswertung der Messergebnisse

Alle ZielgroRen (primére und sekundare ZielgréfRen) wurden zundchst mit Methoden der
exploratorischen Datenanalyse untersucht und deskriptiv ausgewertet. Gruppenvergleiche
(GM-CSF versus Placebo) fur stetige Merkmale wurden mit dem exakten Mann-Whitney U-
Test und fir qualitative Merkmale mit dem exakten Fisher-Test durchgefiihrt. Um
(multivariat) Einflisse von Risikofaktoren auf ausgewdahlte dichotome Outcome-Parameter zu
analysieren, wurde eine multivariate logistische Regressionsanalyse eingesetzt. Klinische
Parameter, die in einem Zeitverlauf gemessen wurden, wurden mit Hilfe einer multivariaten
nichtparametrischen Analyse fur longitudinale Daten in einem zweifaktoriellen Design
(1.Faktor (unabhédngig): Behandlung, 2. Faktor (abh&ngig): zeitliche Wiederholungen)
analysiert. Statistische Malizahlen wie Mittelwert und Standardabweichung (metrisch

skalierte und normalverteilte Merkmale), Median und Interquartilsdifferenz (kategoriale
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sowie nicht normalverteilte metrische Merkmale) bzw. Haufigkeiten und Proportionen
(qualitative Merkmale) wurden dabei ermittelt. Im Rahmen der explorativen Datenanalyse
erfolgte  ebenfalls die  Uberprifung der  Strukturgleichheit (Homogenitit) — der
Behandlungsgruppen und die Prifung der Verteilungen auf Normalitdt. Ein eventueller
Unterschied in den Behandlungsgruppen wurde wegen mdoglicher Abweichungen von der
Normalverteilung als Differenztest uUber den nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Test
analysiert. In der nichtparametrischen longitudinalen Analyse wurden die Ergebnisse auf
folgende Hypothesen getestet: Unterschiede zwischen den Gruppen (lber die Zeit),
systematische Anderungen in der Zeit (iber die Gruppen), sowie Wechselwirkungen
zwischen Gruppe und Zeit (Frage nach Unterschieden im Zeitverlauf beziglich der
betrachteten Gruppen; Identifizierung bestimmter Zeitabschnitte, in denen sich besondere
Gruppenunterschiede zeigen). Die systematischen Anderungen in der Zeit fiir jede Gruppe
wurden in einer multivariaten nichtparametrischen Analyse (MANOVA) ermittelt. Fur alle
Ausgangswerte der Messungen (Baseline) wurde zusétzlich eine multivariate
nichtparametrische Kovarianzanalyse (MANCOVA) fir wiederholte Messungen mit der
Baseline als Kovariate verwendet. Darin wurden die auf die Baseline adjustierten Werte in
Hinblick auf die gleichen ersten drei Hypothesen [Gruppe, Zeit, Wechselwirkungen] und der
Einfluss der Kovariaten geprift (siehe Kapitel 4.6). Sdmtliche Tests wurden zweiseitig, mit
einem Fehler 1. Art alpha = 5% durchgefuhrt. Die erzielten p-Werte fiir alle Endpunkte
verstehen sich als explorativ, so dass keine alpha-Adjustierung fur multiples Testen
durchgefuhrt wurde. Die statistische Auswertung wurde mit dem Statistik Programm IBM©
SPSS®© Statistics, Version 20, © Copyright 1989, 2010 SPSS Inc., an IBM Company und
SAS, Version 9.1, Copyright by SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA durchgefiihrt.
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6 Ergebnisse
6.1 Analyse der Baseline-Charakteristika

Der Vergleich der Patientenprofile in beiden Gruppen bezuglich der Baseline-Charakteristika
zeigte in der Auswertung von Altersspektrum, Geschlecht, Operationsart und -dauer, Body
Mass Index (BMI), Gewichtsklassifikation nach DGE (Deutsche Gesellschaft fur Erndhrung
e.V.), ASA (American Society of Anesthesiologists) Klassifikation, Rauchverhalten und
Nebenerkrankungen bei den Patienten keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 5). In beiden
Randomisierungsgruppen war das Altersspektrum zwischen 54 und 70 Jahren. Die Patienten
waren in beiden Gruppen uberwiegend maénnlichen Geschlechts. Die durchgefiihrte
Operationsart war fast zu gleichen Teilen auf Pankreasresektion und Osophagusresektion
innerhalb der Gruppen verteilt.

Tabelle 5: Signifikanzniveau der Baseline-Charakteristika, Auswertung mit exaktem Mann-Whitney-U-Test bzw. exaktem
Chi-Quadrat-Test.

GM-CSF-Gruppe | Placebogruppe | Signifikanz-

Parameter (n=10) (n=10) niveau
Alter [in Jahren]: Median (25. und ) ) -
75. Perzentilen) 64,0 (54,3-68,5) | 61,5 (55,0-69,3 p=0,791
Geschlecht (weiblich/méannlich) 1/9 3/7 p=0,582
Operation (Osophagus/Pankreas) 4/6 6/4 p=0,656
Operationsdauer [min]: Median 390 (322-449) 360 (304-421) P=0,733

(25. und 75. Perzentilen)

BMI [kg/m?]: Median (25. und 75.

Perzentilen) 25,8(23,3-28,0) | 255 (24,2-27,5) p=0,880

Gewichtsklassifikation DGE

(Normal/Ubergewicht/Adipositas) 4/6/0 3/6/1 p=1,000
IASA-Score (1/2/3/4) 0/5/5/0 0/7/3/0 p=0,650
Rauchverhalten -
(Raucher/Nichtraucher/Nieraucher) 3/6/1 3/4/3 p=0,632
KHK 3 2 p=1,000
Arterielle HTN 6 6 p=1,000
Diabetes mellitus 2 1 p=1,000
COPD (chronisch obstruktive 1 1 0=1,000
Lungenerkrankung)
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6.2 Transkriptionsfaktoren

6.2.1 STAT1

Die univariate Signifikanzanalyse mit dem Mann-Whitney-U-Test ergab einen signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen in der Genexpression des Transkriptionsfaktors STAT1
am POD2 (p=0,008) und POD3 (p=0,028). Ebenso waren die Ergebnisse der longitudinalen
Analyse Uber die Zeit (p<0,0001) und die Wechselwirkungen zwischen den Gruppen und der
Zeit (p=0,008) signifikant. Die Gruppenunterschiede fur STATL in der longitudinalen Analyse
waren nicht signifikant (p=0,243). Am POD2, also anndhernd 24 Stunden nach der ersten
Gabe des Studienmedikamentes, war der Median flr die STAT1-Expression in der GM-CSF-
Gruppe auf 0,413 angestiegen und in der Placebogruppe von 0,245 (POD1) auf 0,136
abgesunken. Der Median in der GM-CSF-Gruppe war am POD2 um uber 33% des POD1
Wertes weiter angestiegen, wéhrend es in der Placebogruppe am POD2 zu einem Abfall in
der STAT1- Expression um 60% gegenuber dem Median am POD1 kam (Abbildung 4,
Tabelle 6). Am POD 3 war in der Placebogruppe der Median flr die STAT1-Expression im
Vergleich zum POD2 abgesunken; am POD4 zeigte sich in der Placebogruppe ein
geringfugiger Anstieg der STAT1-Expression. Auch in der GM-CSF-Gruppe war in der
STAT1-Expression am POD4 ein Anstieg zu vermerken.

Tabelle 6: Deskriptive Analyse der STAT1 Expression und Signifikanzanalyse mit exaktem Mann-Whitney-U-Test zwischen
beiden Randomisierungsgruppen, Angabe von STAT1 als 2*-dCT-Wert, Zeitraum: OP-Tag bis POD5. *Signifikante p-Werte.

Tag der Blutentnahme STAT1 Expression [2°-dCT] STAT1 Expression [2°-dCT]
GM-CSF-Gruppe Placebogruppe

n=10 n=10

oD Median 0,079 0,068
p-Wert 0,905

POD1 Median 0,277 | 0,245
p-Wert 0,661

POD2 Median 0,413 | 0,136
p-Wert 0,008*

POD3 Median 0,265 | 0,120
p-Wert 0,028*

POD4 Median 0,300 | 0,168
p-Wert 0,436

POD5 Median 0,248 | 0,156
p-Wert 0,931
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Abbildung 4: Darstellung der quantitativen Messwerte des Transkriptionfaktors STAT1. Dargestellt ist die relative
Genexpression (27-dCT); Zeitraum OD bis POD5, dargestellt als Mediane (0) und 25. bzw. 75. Perzentile (-). *statistisch
signifikantes Ergebnis in der longitudinalen Analyse

6.2.2 T-bet

Fir die Genexpression des Transkriptionsfaktors T-bet ergab die Signifikanzanalyse mit dem
Mann-Whitney-U-Test keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Randomisierungsgruppen GM-CSF und Placebo fir die Expression des Transkriptionsfaktors
T-bet im Zeitraum OD bis POD5. Die Gruppenunterschiede fir T-bet sind in der
longitudinalen Analyse ebenfalls nicht signifikant (p=0,356). Die Abbildung 10 zeigt die
quantitative Expression des Transkriptionsfaktors T-bet (27-dCT) tiber den Zeitraum vom OD
bis zum POD?5 fur die GM-CSF-Gruppe und die Placebogruppe als Mediane (o) und als 25.-
bzw. 75.-Perzentile (-). Der Median fir die Expression von T-bet lag am OD in beiden
Gruppen unter 10, in der GM-CSF-Gruppe bei 6,751 und in der Placebogruppe bei 8,218. Am
POD1 war in beiden Gruppen &hnlich wie bei der STAT1-Expression ein Anstieg der T-bet-
Expression zu sehen. Dabei war am POD1 der Median in der Placebogruppe bei 33,181 und
in der GM-CSF-Gruppe bei 25,902 gemessen worden. Am POD2 war der Median fir T-bet in

der Placebogruppe auf 26,813 abgesunken. In der GM-CSF-Gruppe stieg der Medianwert flr
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T-bet am POD2 auf iber 100 an und fiel am POD3 auf 65,799 ab. Am POD3 war in der
Placebogruppe der Medianwert auf 36,044 wieder etwas angestiegen und lag auch am POD4
beinahe unverandert bei 35,629. Am POD5 war in der Placebogruppe der Median flr T-bet
mit 43,261 wieder etwas angestiegen (Abbildung 5, Tabelle 7).

Tabelle 7: Deskriptive Analyse der T-bet Expression und Signifikanzanalyse mit exaktem Mann-Whitney-U-Test zwischen
beiden Randomisierungsgruppen, Angabe von T-bet als 2A-dCT-Wert, Zeitraum: OP-Tag bis POD5.

Tag der Blutentnahme T-bet Expression [2°-dCT] T-bet Expression [27-dCT]
GM-CSF-Gruppe Placebogruppe
n=10 n=10
oD Median 6,751 8,218
p-Wert 0,604
POD1 Median 25,902 | 33,181
p-Wert 0,905
POD2 Median 102,064 | 26,813
p-Wert 0,079
POD3 Median 65,799 | 36,044
p-Wert 0,156
POD4 Median 26,538 | 35,629
p-Wert 0,730
POD5 Median 71,755 | 43,261
p-Wert 0,436
Gruppen:
GM-CSF n=10
150 — Placebo n=10

p-Werte:
1. Unterschiede unter den
100 = ") Gruppen, p= 0,356

2. systematische Anderungen in
der Zeit, p= 0,000*

3. Wechselwirkungen zwischen
Gruppen und Zeit, p= 0,085

50—

relative Genexpression T-bet [2*-dCT]

[
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Abbildung 5: Darstellung der quantitativen Messwerte des Transkriptionsfaktors T-bet. Dargestellt ist die relative
Genexpression (27-dCT)]; OD bis PODD5, dargestellt als Mediane (0) und 25. bzw. 75. Perzentile (-). *statistisch signifikantes
Ergebnis in der longitudinalen Analyse.
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In der GM-CSF-Gruppe war am POD3 und POD4 die Entwicklung in der T-bet-Expression
tendenziell abfallend. Der Median am POD4 lag trotz abfallender Werte dennoch bei 26,538
und mit diesem Medianwert noch Uber der T-bet-Expression am POD1 (25,902) in dieser
Gruppe. Am POD5 kam es in der GM-CSF-Gruppe wieder zu einem Anstieg des
Medianwertes auf 71,755. In beiden Gruppen kam es nicht zu einem Abfall der T-bet-

Expression unter den Medianwert des OD.

6.3 Anteil CD4+-Zellen

Die Gruppenunterschiede in der longitudinalen Analyse fiur die Anzahl der CD4+-Zellen sind
nicht signifikant (p=0,839). Die Entwicklung der CD4+-Zellen ist in der Abbildung 6
dargestellt. Die deskriptive Analyse der CD4+-Zellen mit dem Mann-Whitney-U-Test ergab
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Randomisierungsgruppen GM-CSF und
Placebo im Beobachtungszeitraum ab dem OD bis POD5. Die Werte in der Abbildung 6
beziehen sich auf den prozentualen Anteil der CD4+-Zellen am Anteil aller T-Zellen. Am OD
lag in der GM-CSF-Gruppe der Median flr den prozentualen Anteil der CD4+-Zellen an der
Gesamtmenge aller T-Zellen bei 66,93% und in der Placebogruppe bei 61,86%. In den
darauffolgenden Tagen lagen die Medianwerte fiir den Anteil CD4+-Zellen in der GM-CSF-
Gruppe und in der Placebogruppe in einem engen Intervall zwischen 60% und 70%. Am
POD1 stieg in der Placebogruppe der prozentuale Anteil im Median leicht an auf 65,51%. In
den Folgetagen ab dem POD?2 blieben die Werte fiir den Median in der Placebogruppe bis
zum PODS5 zwischen 61% und 68% stationar. In der GM-CSF-Gruppe erreichte am POD1 der
prozentuale Anteil CD4+-Zellen im Median seinen niedrigsten Wert von 60,14% im
Beobachtungszeitraum. Ab dem POD2 war in der GM-CSF-Gruppe ein kontinuierlicher
Anstieg der Medianwerte auf bis zu 69,20% der CD4+-Zellen am POD4 zu beobachten. Der
Median am PODS5 war in der GM-CSF-Gruppe mit einem leichten Rickgang auf 64,72% zu
verzeichnen (Abbildung 6, Tabelle 8). Sowohl in der GM-CSF-Gruppe als auch in der
Placebogruppe lagen die Werte fur den Median am POD5 unterhalb des Medianwertes vom
OD. Der Verlauf der prozentualen Entwicklung zeigt, dass die Medianwerte in ihrem
prozentualen Intervall stabil sind. Die Standardabweichungen befinden sich vom OD bis
einschlieBlich zum POD4 zwischen 15% und 19%. Eine groRere Standardabweichung gab es

nur am POD?5 in der Placebogruppe.
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Tabelle 8: Deskriptive Analyse der CD4+-T-Zellen [%] und Signifikanzanalyse mit exaktem Mann-Whitney-U-Test
zwischen beiden Randomisierungsgruppen, Angabe der CD4+-T-Zellen als prozentualer Anteil an der Gesamtmenge aller T-

Zellen, Zeitraum: OD bis POD5

CD4+-T-Zellen, Anteil in der CD4+-T-Zellen, Anteil in der
Gesamtmenge aller T-Zellen [%0] Gesamtmenge aller T-Zellen [%0]
Tag der Blutentnahme GM-CSF-Gruppe Placebogruppe
n=10 n=10
oD Median 66,93 61,86
p-Wert 0,631
POD1 Median 60,14 | 65,51
p-Wert 1,000
POD2 Median 65,36 | 61,97
p-Wert 1,000
POD3 Median 66,98 | 67,56
p-Wert 0,912
POD4 Median 69,20 | 67,86
p-Wert 0,853
POD5 Median 64,72 | 61,02
p-Wert 0,720
Gruppen:
GM-C5F n=10
= Placebo n=10
5 80—
o
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Abbildung 6: Prozentualer Anteil der CD4+-Zellen am Anteil aller T-Zellen, Zeitraum OD bis POD5, dargestellt als
Mediane (0) und 25. bzw. 75. Perzentilen (-). *statistisch signifikantes Ergebnis in der longitudinalen Analyse.
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6.4 Thl-Zellen

Die Gruppenunterschiede in der longitudinalen Analyse fur Thl-Zellen (IFN-y produzierende
CD4+-T-Helferzellen vom Typ 1) sind nicht signifikant (p=0,656). Die Abbildung 7 zeigt den
prozentualen Anteil an Th1l-Zellen. Die deskriptive Analyse der Th1-Zellen mit dem Mann-
Whitney-U-Test ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Randomisierungsgruppen GM-CSF und Placebo im Beobachtungszeitraum ab dem OD bis
PODS.

Die Werte fiir den prozentualen Anteil an Th1-Zellen wurden am OD im Median in der GM-
CSF-Gruppe bei 19,20% und in der Placebogruppe bei 22,20% gemessen (Abbildung 7). In
der GM-CSF-Gruppe war am POD1 der prozentuale Anteil an Thl-Zellen geringfugig
abgefallen; hier lag der Median am POD1 bei 18,35%. Am POD2 war in der GM-CSF-
Gruppe der Median auf 18,00% weiter abgesunken. Ein deutlicher Anstieg in der GM-CSF-
Gruppe konnte am POD3 beobachtet werden; hier war der prozentuale Anteil an Th1-Zellen
im Median auf 24,20% angestiegen. Am POD4 kam es in der GM-CSF-Gruppe zwar zu
einem Abfallen des prozentualen Anteils an Th1-Zellen auf einen Median von 19,80%. Dieses
Ereignis wiederholte sich in der GM-CSF-Gruppe aber nicht am POD5, sondern es kam
erneut zu einem Anstieg des prozentualen Anteils an Thl-Zellen, so dass der Median mit
24,80% Uber dem Wert vom POD3 lag und insgesamt betrachtet der hochste Wert im
Beobachtungszeitraum war (Abbildung 7, Tabelle 9).

Am POD1 war in der Placebogruppe der prozentuale Anteil an Thl-Zellen im Median auf
16,65% deutlich starker als in der GM-CSF-Gruppe abgesunken. Auch an den Folgetagen
POD2 und POD3 sank in der Placebogruppe der Anteil an Thl-Zellen weiter ab (Abbildung
7, Tabelle 9). Der niedrigste Medianwert von 12,20% wurde in der Placebogruppe am POD4
gemessen, bevor er schlieBlich am POD5 erstmals im Beobachtungszeitraum wieder
angestiegen war und einen prozentualen Anteil an Thl-Zellen von 15,90% erreichte, mit

diesem Wert aber noch deutlich unter dem Wert des OD lag.
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Tabelle 9: Deskriptive Analyse der Th1l-Zellen und Signifikanzanalyse mit exaktem Mann-Whitney-U-Test zwischen beiden

Randomisierungsgruppen, Angabe der Th1-Zellen in %, Zeitraum: OD bis POD5

Tag der Blutentnahme Th1-Zellen [%] Th1-Zellen [%]
GM-CSF-Gruppe Placebogruppe
n=10 n=10
oD Median 19,20 22,20
p-Wert 0,912
POD1 Median 18,35 | 16,65
p-Wert 0,912
POD2 Median 18,00 | 14,10
p-Wert 0,573
POD3 Median 24,20 | 12,50
p-Wert 0,541
POD4 Median 19,80 | 12,20
p-Wert 0,666
POD5 Median 24,80 | 15,90
p-Wert 0,796
35 | Gruppen:
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Placebo n=10
p-Werte:
&= 30+ 1. Unterschiede unter den
= Gruppen, p= 0,656
5]
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Abbildung 7: Prozentualer Anteil IFN-y produzierender CD4+-Th1-Zellen (Th1-Zellen), Zeitraum OD bis POD5, dargestellt
als Mediane (0) und 25. bzw. 75. Perzentile (-).
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6.5 HLA-DR-Expression

Die Messung der HLA-DR-Expression erfolgte im Immunologie Labor der Charité Campus
Mitte. Die Ergebnisse der HLA-DR-Expression wurden bereits am 27.02.2015 in der
Dissertationsarbeit meines Kollegen und Mitdoktoranden Herrn Dr. med. Johannes Kurth
veroffentlicht [47]. Am Operationstag (OD) ergab die Messung aus der préoperativen
Blutentnahme bei allen eingeschlossenen Patienten (n=20) eine HLA-DR-Expression von
uber 10.000 Antigene/Monozyt (AG/M). Bei der univariaten Analyse der HLA-DR-
Expression zeigten sich statistisch signifikante Unterschiede zwischen der GM-CSF- und der
Placebogruppe am zweiten postoperativen Tag (POD2, p<0,0001), sowie am dritten (POD3,
p=0,003) und vierten postoperativen Tag (POD4, p=0,049). Die HLA-DR-Expression am OD,
POD1 und POD5 waren nicht signifikant [47]. Am POD4 und PODS erhielten die Patienten
gemall dem Studienprotokoll kein Studienmedikament, auch wenn die HLA-DR-Expression
unter 10.000 AG/M gemessen wurde.

6.6 Multivariate nichtparametrische Analyse (MANOVA),
multivariate nichtparametrische Kovarianzanalyse
(MANCOVA) und univariate Analyse der Ergebnisse

In der multivariaten nichtparametrischen Analyse (MANOVA) wurden die klinischen
Parameter, die im Beobachtungszeitraum OD bis POD5 erhoben wurden, in einem
zweifaktoriellen Design analysiert. Der erste Faktor war die Randomisierungsgruppe (GM-
CSF oder Placebo) und galt als unabhangiger Faktor. Als zweiten Faktor, der abhéngig war,
wurden die zeitlichen Wiederholungen genommen. Die Ergebnisse aus dieser Analyse
wurden in einer multivariaten nichtparametrischen Kovarianzanalyse (MANCOVA) erneut
analysiert, sofern davon ausgegangen wurde, dass der Ausgangswert der Messungen
(Baseline-Parameter = Ergebnisse der Messungen am OD) fir die nachfolgenden Werte von
Bedeutung war. In Tabelle 10 sind die Ergebnisse aus der MANOVA und MANCOVA
dargestellt. Folgende Hypothesen wurden getestet:
1. Unterschiede zwischen den Gruppen (Uber die Zeit),

2. Systematische Anderungen in der Zeit (iiber die Gruppen),
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3. Wechselwirkungen (WW) zwischen Gruppe und Zeit, d.h. ist der Zeitverlauf
unterschiedlich in den betrachteten Gruppen? Gibt es also bestimmte Zeitabschnitte, in
denen sich besondere Gruppenunterschiede zeigen?

4. Systematische Anderungen in der Zeit fir jede Gruppe einzeln

5. Prifen der auf die Baseline adjustierten Werte in Hinblick auf die ersten zwei
Hypothesen [Gruppe, Zeit]

6. Prifen des Einflusses der Kovariaten/ Kovariate = Baseline-Werte

In der multivariaten nichtparametrischen Analyse sind flr die Transkriptionsfaktoren

STAT1 und T-bet signifikante Ergebnisse (ber die Gruppen in der systematischen

Anderung in der Zeit (Hypothese 2) gezeigt worden. Des Weiteren sind fir beide

Transkriptionsfaktoren die systematischen Anderungen bei Betrachtung jeder einzelnen

Gruppe und der Einfluss der Kovariate, die das Messergebnis am OD darstellt, ebenfalls

signifikant. Fir den Transkriptionsfaktor STAT1 ist zusatzlich das Ergebnis der

Wechselwirkungen zwischen Gruppe und Zeit signifikant. CD4+-T-Helferzellen als
prozentualer Anteil an der Gesamtmenge der T-Zellen haben bei Betrachtung der
systematischen Anderung in der Zeit und bei der Untersuchung des Einflusses der

Kovariate signifikante Ergebnisse. Thl-Zellen (IFN-y produzierende CD4+-T-

Helferzellen vom Typ 1) hatten bei der Untersuchung des Einflusses der Kovariate

signifikante Ergebnisse. Fur HLA-DR bezuglich der Hypothesen 1-5 war ein

hochsignifikanter Unterschied zu sehen. Der Einfluss der Kovariate war fir HLA-DR

nicht signifikant.
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Tabelle 10: Multivariate nichtparametrische Analyse (MANOVA) und multivariate nichtparametrische Kovarianzanalyse
(MANCOVA) fur die Parameter STAT1, T-bet, CD4+-T-Helferzellen als prozentualer Anteil an der Gesamtmenge der T-

Zellen (CD4+-T-Helferzellen [%]) und Th1-Zellen [%]. Fir die Analyse bertcksichtigter Zeitraum: Operationstag (OD) bis
PODS.

STAT1 T-bet CDA4+-T- o
[27-dCT] [27-dCT] Helferzellen [%] Thi-Zellen [%]
Unterschiede zwischen den
Gruppen (Uber die Zeit), p-Wert 0,243 0,356 0,839 0,656
Systematische Anderungen in der
Zeit (Uber die Gruppen), p-Wert 0,000 0,000 0,038 0,218
WW zwischen Gruppe und Zeit, 0,008 0,085 0,527 0,686
p-Wert
Systematische Anderungen in der
Zeit fur Placebogruppe, p-Wert 0,001 0,000 0,295 0,137
Systematische Anderungen in der
Zeit fur GM-CSF- Gruppe, p- 0,000 0,000 0,503 0,636
Wert
MANCOVA
0,085 0,620 0,431 0,740
Gruppe: p-Wert
MANCOVA
0,096 0,023 0,017 0,093
Zeit: p-Wert
Kovariate 0,018 0,001 0,000 0,005

6.7 Analyse der Outcome-Charakteristika

In Tabelle 11 sind die Outcome-Charakteristika fur die Randomisierungsgruppen GM-CSF
und Placebo dargestellt. Untersucht wurde das Auftreten mindestens einer Infektion nach
CDC-Kriterien (Center for Disease Control, standardisierte Diagnostische Kriterien),
Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS), die Liegedauer auf ITS, die

Gesamtliegedauer im Krankenhaus und die Anzahl der verstorbenen Patienten im
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Beobachtungszeitraum (OD bis POD9). In der GM-CSF-Gruppe lag die Anzahl der Patienten,
die mindestens eine Infektion hatten, bei insgesamt 5 von 10 Patienten. In der Placebogruppe
hingegen war bei 6 von 10 Patienten mindestens eine Infektion nach CDC-Kriterien innerhalb
des Beobachtungszeitraumes aufgetreten. Ein SIRS entwickelten in der GM-CSF-Gruppe 3
von 10 Patienten, in der Placebogruppe waren es 2 von 10 Patienten. Die Liegedauer auf der
ITS lag im Median bei 4,0 Tagen in der GM-CSF-Gruppe und bei 3,2 Tagen in der
Placebogruppe. Die Gesamtliegedauer im Krankenhaus war im Median bei 16,9 Tagen in der
GM-CSF-Gruppe und bei 14,4 Tagen in der Placebogruppe gemessen worden. Eine
Signifikanzanalyse wurde mit dem exakten Fisher-Test bzw. dem exakten Mann-Whitney-U-
Test durchgefiihrt. Dabei zeigte sich fir die untersuchten Outcome-Charakteristika zwischen
den Randomisierungsgruppen kein signifikanter Unterschied.

Tabelle 11: Signifikanzniveau der Outcome-Charakteristika in der GM-CSF-Gruppe und in der Placebogruppe

GM-CSF-Gruppe Placebogruppe Signifikanzniveau
(n=10) (n=10) p
Mindestens eine
5 6 1,000
Infektion [n]
SIRS [n] 3 2 1,000
Liegedauer ITS [d]
Mediane (25. und 75. 4,0 (0,8-10,4) 3,2 (2,4-4,9) 0,880
Perzentile
Liegedauer gesamt
[d]
) 16,9 (11,8-30,0) 14,4 (11,5-20,6) 0,364
Mediane (25.und 75.
Perzentile)
Verstorben [n] 1 0 1,000
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7 Diskussion

7.1 Studienergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang einer postoperativen unspezifischen
Immunstimulation mit GM-CSF auf Thl-Zellen (CD4+-T-Helferzellen vom Typ 1) bei
immunsupprimierten Patienten, welche postoperativ eine HLA-DR-Expression unter 10.000
AG/M aufwiesen, placebokontrolliert analysiert. Zum eingeschlossenen Patientenkollektiv
zéhlten solche Patienten, die sich aufgrund ihrer Erkrankung einer elektiven Pankreas- oder
Osophagusresektion unterzogen. Die Regulation der Th1-Zellen wurde durch Messungen der
fir die Thl-Zellen spezifischen Transkriptionsfaktoren STAT1 und T-bet, sowie durch
intrazellulare Messung des Zytokins IFN-y nach ex vivo Stimulation von PBMCs ergénzt.
Andere Studien, die die gleiche Fragestellung thematisieren, liegen zum Vergleich nicht vor.
Die wichtigsten Aussagen bei der Beurteilung der Ergebnisse sind die signifikanten
Unterschiede in der univariaten Analyse beziglich der STAT1-Expression am POD2 und
POD3 in der GM-CSF-Gruppe. Mittels Real-time-PCR (RT-PCR) Untersuchungen konnte fur
STAT1 und T-bet in der GM-CSF-Gruppe gezeigt werden, dass die unspezifische
Immunstimulation mit GM-CSF eine signifikant erhohte Genexpression von STAT1 am
POD2 und am POD3, sowie eine erhohte, jedoch nicht signifikante Genexpression von T-bet
an POD2 und POD3 im Vergleich zur Placebogruppe induzierte. Um die Differenzierung der
T-Helferzellen in die Subpopulation von Thl-Zellen zu bestimmen, wurde die intrazellulare
Produktion von IFN-y nach ex vivo Stimulation isolierter PBMCs mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Ausgewertet wurden der prozentuale Anteil CD4+-T-
Helferzellen am Anteil aller T-Zellen und der prozentuale Anteil an Thl-Zellen. Der Median
fur den prozentualen Anteil an CD4+-T-Helferzellen lag in beiden Gruppen anndhernd gleich
hoch. Dagegen zeigte der Anteil an T-Helferzellen, die nach Stimulation IFN-y produzierten
und damit als Thl-Zellen identifiziert wurden, zwischen den Gruppen am POD2 und POD3
deutliche, wenn auch keine signifikanten Unterschiede. Eine Abhéngigkeit des
Transkriptionsfaktors T-bet vom Transkriptionsfaktor STAT1 ist aus vorangegangenen
Studien bekannt [48-53]. Die signifikanten Ergebnisse fur STAT1 konnten hinweisend auf
einen indirekten Effekt von GM-CSF auf den Transkriptionsfaktor sein. Szabo et al. zeigten,
dass die Regulation von T-bet auch dem Signal des T-Zell-Rezeptors (TCR) folgt [54, 55].
Zudem hat T-bet einen direkten Effekt auf die Expression von Natlrlichen Killerzellen (NK)
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[56] und einen STAT4 unabhangigen Effekt auf die Thl-Zellentwicklung [57]. Eksioglu EA.
et al. konnten eine erhdhte Expression der Zytokine IL-12, IFN-y und TNF-a in PBMCs, T-
Lymphozyten und APC nach Stimulierung mit GM-CSF messen und bezeichneten GM-CSF
als ,klinisches Agens fiir die Immunstimulation“ [58]. Eine Korrelation der
Serumkonzentration von GM-CSF und T-Helferzellen beobachteten Moser et al. in einer
klinischen Studie bei Patienten mit cystischer Fibrose und chronischer Lungeninfektion.
Dabei war die Expression von IFN-y immer dann erhéht, wenn auch GM-CSF im Serum
erhoht war [59]. In einer Studie an Mé&usen mit ausgeschalteter GM-CSF Expression konnte
gezeigt werden, dass diese nach einer Infektion mit dem Mycobacterium tuberkulosis
verstarben, aufgrund ihrer Unfahigkeit, eine Thl-Zellantwort aufrecht zu erhalten [60]. Es
liegt nahe, dass die Intervention mit GM-CSF die Expression von T-bet und von STAT1
beeinflusst und daher auch die IFN-y produzierenden Thl-Zellen in der GM-CSF-Gruppe
erhoht sind (systematische Anderungen in der Zeit p=0,038). Betrachtet man die Ergebnisse
der intrazellularen IFN-y Expression in den Thl-Zellen, hatten diese den héchsten Median in
der GM-CSF-Gruppe am POD3, der hochste Median fir die Genexpression von STAT1 und
T-bet war in dieser Gruppe bereits am POD2 erreicht worden. Die erhéhte Anzahl IFN-y
produzierender Thl-Zellen nach ex vivo Stimulation korrelierte demzufolge mit einer
vorangegangenen erhohten Genexpression von STAT1 und T-bet. Im Zuge der ART VI-Studie
wurden auch andere T-Helferzellen-Subpopulationen untersucht und sind in der Arbeit von
Herrn Dr. med. Johannes Kurth beschrieben [47]. Herr Kurth untersuchte das Verhéltnis von
Th17-Zellen zu regulatorischen T-Zellen, welches am zweiten postoperativen Tag in der GM-
CSF Gruppe signifikant hoher war als in der Placebo-Gruppe (p=0,041). Die Ergebnisse der
ART VI-Studie zeigten auch, dass in der GM-CSF-Gruppe die unspezifische
Immunstimulation mit GM-CSF einen signifikant messbaren Anstieg der HLA-DR-
Expression am zweiten und dritten postoperativen Tag bewirkt hatte, nachdem die HLA-DR-
Expression am POD1 unter 10.000 AG/M abgefallen war [47]. Meisel et al. zeigten bei
Patienten mit einer Sepsis-assoziierten Immunsuppression, dass eine Behandlung mit GM-
CSF die monozytdre HLA-DR-Expression wiederherstellen konnte [9]. Bei der Analyse
klinischer Studien, die die Expression von HLA-DR auf Monozyten bei Patienten nach einem
elektiven chirurgischen Eingriff untersuchten, war die Expression von HLA-DR im
postoperativen Verlauf abgefallen [2, 61-64]. Hierbei Kkorrelierte das Ausmall des
chirurgischen Traumas mit der quantitativen Expression von HLA-DR [65-71]. Zwar

unterscheiden sich das Patientenkollektiv bzw. die durchgefiihrten Operationen, wodurch der
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Vergleich der Studien erschwert wird. Dennoch bleibt allen gemeinsam, dass die Expression
von HLA-DR auf Monozyten als Reaktion auf ein chirurgisches oder akzidentielles Trauma
unterhalb eines fur den Patienten kritischen Niveaus abfallt und der klinische Verlauf wie
auch die Immunantwort unmittelbar beeinflusst wurden. Immunmodulierende Effekte sind bei
klinischen Studien ein Ansatz, um postoperative Komplikationen zu verhindern, Patienten vor
Infektionen zu schiitzen oder insgesamt das Outcome des Patienten klinisch zur verbessern
[72, 73].

7.2 Limitationen

Limitierende Faktoren dieser Dissertationsarbeit sind die niedrige Patientenanzahl von
insgesamt n=20. Einmalig lehnte am POD?5 ein Studienpatient die Blutentnahme ab. Dadurch
reduzierte sich die Summe der Blutproben fur die Auswertung am POD5 auf n=19. Durch
geringe Fallzahlen wird der statistische Nachweis erschwert und so kdnnen gemessene
Effekte als nicht  signifikant  erscheinen. Die  Labordiagnostik  fur  die
Transkriptionsfaktorenbestimmung wurde unter Verwendung vorgefertigter Kits gemaR
Klinikinterner ~ standardisierter und etablierter Methoden durchgefihrt. Fir die
Transkriptionsfaktorenbestimmung erfolgte eine mehrtdgige Einweisung durch Frau Birgit
Brandt (MTA) in die Methodik des RT-PCR-Verfahrens. Durch die aufeinanderfolgenden
Arbeitsschritte (MRNA-Extraktion, Umschreiben der mRNA in cDNA, Durchfiihrung der
PCR) ist das manuelle Verfahren arbeitsintensiv und die Methodik sehr empfindlich
gegeniiber kleinsten externen Verdnderungen (Lagerung, Temperatur, Kontamination der
Proben mit Fremd-RNA). Trotz hochster Sorgfalt in der Durchfuhrung der Methodik und
umsichtigem Umgang mit den Proben konnten die Messergebnisse durch unbeabsichtigte
externe Einflussfaktoren beeintrachtigt worden sein. Bei Verdacht beispielsweise der
Kontamination der Proben, wurden die Versuche gegebenenfalls wiederholt. Die
Stimulierung und Bestimmung der CD4+-Subpopulation aus den PBMCs wurde vom
Studienpersonal nach einer ausfuhrlichen Einarbeitung in die Methodik, gemaR
standardisiertem Klinikinternem Protokoll durchgefiihrt. Begleitet wurde die Laborarbeit der
Doktoranden von erfahrenen medizinisch technischen Laborassistentinnen (MTA). Die
Gewinnung der PBMCs aus Vollblutproben sowie die Stimulierung und Messung der Zellen
war nur durch die sehr gut aufeinander abgestimmte Zusammenarbeit aller Doktoranden

maoglich. Folglich kénnen durch wechselndes Laborpersonal trotz héchster Sorgfalt und
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standardisiertem Protokoll Ungenauigkeiten in den Messergebnissen nicht vollstdndig
ausgeschlossen werden.

Die Verabreichung des Studienmedikamentes war in dieser klinischen Interventionsstudie von
der HLA-DR-Expression am POD1 bis POD3 abhéngig und die cut-off-Grenze fur HLA-DR
bei 10.000 AG/M festgelegt. In der GM-CSF-Gruppe zeigte die einmalige Gabe von GM-CSF
am PODL1 bei 80% der Patienten einen langfristigen Effekt, der eine weitere Gabe von GM-
CSF am POD2 und POD3 unnotig machte, weil die HLA-DR-Expression auch noch nach
dem POD3 weiterhin tber 10.000 Antigene/Monozyt lag. Ob postoperativ die cut-off-Grenze
an eine fur den Patienten individuelle Grenze angepasst werden sollte, ist eine noch zu
klarende Fragestellung, die es in einer Folgestudie mit groRerer Fallzahl noch zu untersuchen
gilt.

Die Betrachtung einzelner Laborparameter ist bei der Komplexitat des Immunsystems nur
wenig aussagekraftig, weil die aufeinander folgenden Reaktionen kaskadenartig ablaufen, so
dass nicht alle Laborparameter gleichermafen erhéht oder erniedrigt sind. Vielmehr ist es ein
situationsabhangiger Verlauf von aufeinander abgestimmten und ineinander greifenden
Prozessen, die sehr sensibel auf eine Immunimbalance im intrinsischen wie auch

extrinsischen System reagieren.
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7.3 Perspektiven

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss einer postoperativen unspezifischen Immunstimulation
mittels GM-CSF auf Th1-Zellen bei Patienten mit einer postoperativen verminderten HLA-
DR-Expression zu analysieren. Hierfir wurde am Operationstag préoperativ sowie an
weiteren funf postoperativen Tagen die Messung der fir Thl-Zellen spezifischen
Transkriptionsfaktoren STAT1 und T-bet mittels Real-time-PCR durchgeflhrt. Fur die
Messung der Thl-Zellen wurde die intrazellulare IFN-y-Produktion in CD4+-T-Helferzellen
nach einer ex vivo Stimulation von isolierten PBMCs am Durchflusszytometer verwendet.
Untersucht wurden jeweils 10 Patienten aus der GM-CSF-Gruppe und der Placebogruppe.

Die unspezifische Stimulation des Immunsystems mit humanem rekombinanten GM-CSF
bewirkte, dass eine Immunantwort durch Th1-Zellen induziert wurde. Zusétzlich konnte ein
signifikanter Effekt nach der Gabe von GM-CSF auf den Transkriptionsfaktor STAT1 im
Vergleich zur Placebogruppe detektiert werden. Sollte das kritische Moment der
postoperativen Immunparalyse bei Patienten in der Praxis durch die Gabe von GM-CSF
abwendbar sein, konnte das eine therapeutische Innovation bei der Prophylaxe von
Infektionen bedeuten. Denkbar ware eine prophylaktische Intervention mit GM-CSF bei
immunsupprimierten Patienten, um die zellulare Immunantwort in dieser vulnerablen Gruppe
zu unterstiitzen. Um abschlielend zu klédren, ob eine prophylaktische Substitution mit GM-
CSF die klinischen Outcome-Charakteristika signifikant verbessern kann, bedarf es einer

Folgestudie mit groRerer Patientenzahl.
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AG/M
AMG
APC
ART-VI
B-HCG
BD
BGA
BIS

°C

CD
CDC-Kriterien
cDNA

Ct
DGE
dl
DNA
DNase
EDTA

FACS

GM-CSF

HLA
HLA-DR
HPRT
IFN-y

Antigene/Monozyt

Arzneimittelgesetz

antigen-presenting cells = antigenprasentierende Zellen

Addiction Research Team VI

humanes Choriongonadotropin

Becton Dickinson

Blutgasanalyse

Bispektralindex®, Neuromonitoring

Grad Celsius

Cluster of differentiation

Center for Disease Control, standardisierte Diagnostische Kriterien
komplementédre Desoxyribonukleinsaure (englisch: complementary
Desoxyribonucleinacid)

cycle threshold, englische Abkurzung fir Schwellenwert-Zyklus
Deutsche Gesellschaft fir Erndhrung e.V.

Deziliter

Desoxyribonucleinacid, englisch fiir Desoxyribonukleinséure
Desoxyribonuklease
Ethylenediaminetetraaceticacid, englisch fiir
Ethylenediamintetraessigsaure

Fluorescence Activated Cell Sorting

Kontextabhdngig: als Mengenangabe in Gramm oder als Angabe der
maximalen Beschleunigung um den Faktor der Erdbeschleunigung
beim Zentrifugieren

Granulozyten-Monozyten-Kolonie stimulierender Faktor

hour, englisch fur Stunde

humanes Leukozytenantigen

Unterform des humanen Leukozytenantigens (HLA)
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase

Interferon-gamma
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IL
ITS
ILv.
Hg

pl

m2
mg
MHC
min
ml
MRNA

NaCl

ng

Nr.

oD
p-Wert
PBMC
PCR
PDK
POD

RI

RNA
RT-PCR
RDD
SIRS
SOP
SPSS
STAT
T-bet
TCR
Th-Zelle
Thl-Zelle

Interleukin

Intensivstation

intravends

Mikrogramm

Mikroliter

Quadratmeter

Milligramm

Major Histocompatibility Complex

Minute, Minuten

Milliliter

messenger Ribonucleic acid, englisch fir Boten-Ribonukleinsdure
StichprobengréRe/Fallzahl, hier: Anzahl der Patienten
Natriumchlorid

Nanogramm

Nummer

Operationstag

Signifikanzwert

Peripheral blood mononuclear cells

Polymerase Chain Reaction, englisch fir Polymerase-Kettenreaktion
Periduralkatheter

postoperative day = postoperativer Tag

Ribonuclease Inhibitor

Ribonucleic acid, englisch fiir Ribonukleinsaure

hier: Real-time-Polymerase-Kettenreaktion
Bezeichnung fir Puffer im PAXgene Blood RNA Kit von QIAGEN
Systemic Inflammatory Response Syndrome
Standard Operating Procedure

Statistical Package for the Social Sciences

Signal Transducer and Activator of Transcription 1
T-box expressed in T-cells

T-Zell-Rezeptor

T-Helferzelle

T-Helferzelle vom Typ 1
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Th2-Zelle T-Helferzelle vom Typ 2
Th17-Zelle T-Helferzelle vom Typ 17
TNF-a Tumornekrosefaktor-alpha
Treg regulatorische T-Zelle

U Units, englisch fir Einheiten
VS. Versus

ZVK zentralvendser Katheter

51



Charité — Universitatsmedizin Berlin 10 Eidesstattliche Versicherung

10 Eidesstattliche Versicherung

,Ich, Fatima Yurek, versichere an Eides statt durch meine eigenhéndige Unterschrift, dass ich
die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,,Einfluss einer postoperativen Immunstimulation
mit GM-CSF versus Placebo auf die CD4+-Subpopulation IFN-y produzierender Th1-Zellen
unter Berlcksichtigung der Transkriptionsfaktoren STAT1 und T-bet “ selbststdndig und ohne
nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen und
Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortrdgen anderer
Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe ,,Uniform Requirements for
Manuscripts (URM)“ des ICMJE -www.icmje.org) kenntlich gemacht. Die Abschnitte zu
Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen, statistische Aufarbeitung)
und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabellen) entsprechen den URM
(s.0) und werden von mir verantwortet.

Meine Anteile an etwaigen Publikationen zu dieser Dissertation entsprechen denen, die in der
untenstehenden gemeinsamen Erklarung mit dem/der Betreuer/in, angegeben sind. Sdmtliche
Publikationen, die aus dieser Dissertation hervorgegangen sind und bei denen ich Autorin bin,

entsprechen den URM (s.0) und werden von mir verantwortet.
Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen einer

unwahren eidesstattlichen Versicherung (8156,161 des Strafgesetzbuches) sind mir bekannt

und bewusst.

Berlin, 03.09.2015

Fatima Yurek

52



Charité — Universitatsmedizin Berlin 10 Eidesstattliche Versicherung
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Frau Fatima Yurek hatte folgenden Anteil an der klinischen Studie EudraCT Number: 2007-
003111-31: Einfluss einer postoperativen Vakzination oder GM-CSF bei immunsupprimierten
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Beitrag im Einzelnen: als Doktorandin in der klinischen Studie ART VI war Frau Fatima
Yirek an der Datenerhebung bei Studienpatienten malgeblich beteiligt. Dazu gehdrte die
praoperative Blutentnahme bei den Studienpatienten, die Begleitung der Narkoseeinleitung,
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Frau Fatima Yirek hat in ihrer Monographie mit dem Titel ,,Einfluss einer postoperativen
Immunstimulation mit GM-CSF versus Placebo auf die CD4+-Subpopulation IFN-y
produzierender Th1-Zellen unter Berticksichtigung der Transkriptionsfaktoren STAT1 und T-
bet“ die im Titel befindlichen Variablen, deren Relevanz sie selbststandig als Thema
erarbeitet hat, alleine unter Supervision bestimmt.

Das Hauptpaper wurde bei ,,PLOS ONE* (ohne die Ergebnisse aus der Dissertationsarbeit
von Frau Fatima Yurek zu CD4+-Subpopulation INF-y produzierender Thl-Zellen, STAT1
und T-bet) eingereicht:

»Influence of Granulocyte-Macrophage Colony-stimulating Factor or influenza vaccination
on HLA-DR, infection and delirium days in immunosuppressed surgical patients”

Claudia Spies', MD; Alawi Litz', MD; Gunnar Lachmann!, MD; Markus Renius®, MD;
Clarissa von Haefen', PhD; Klaus-Dieter Wernecke?, PhD; Marcus Bahra®, MD, Alexander
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