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Zusammenfassung

Grofse chirurgische Fingriffe sind mit einem erhohten Risiko der postoperativen Immunsup-
pression und damit einhergehenden Infektionen assoziiert. Ziel der vorliegenden Studie war
es, den Einfluss einer prioperativen Impfung auf die monozytire HLA-DR-Expression und
die postoperative Infektionsrate bei Patienten mit einem malignen Tumor des oberen Aero-
digestivtraktes, die sich einer Neck-Dissection oder einer Osophagusresektion unterzogen, zu

untersuchen.

In dieser randomisierten, kontrollierten Doppelblindstudie wurden 66 Patienten mit einem
malignen Tumor des oberen Aerodigestivtraktes einer Vakzinierungsgruppe (VG) oder ei-
ner Nicht-Vakzinierungsgruppe (NVG) zugeordnet. VG und NVG wurden weiterhin nach
der Art des Eingriffs (Neck-Dissection oder Osophagusresektion) stratifiziert. Die Patien-
ten wurden jeweils zweimal geimpft (Grippeimpfstoff Mutagrip"™oder Placebo): Die erste
Impfung erfolgte unmittelbar nach der ersten Blutentnahme (Baseline) am Tag vor der ge-
planten Operation, die zweite am Operationstag. Blutentnahmen erfolgten vor der ersten
Impfung (Baseline), am Operationstag unmittelbar vor der zweiten Impfung, sowie am ersten
und dritten postoperativen Tag. Als primérer Beobachtungsendpunkt wurde die monozytire
HLA-DR-Expression gewéhlt. Sekundire Endpunkte waren die postoperative Infektionsra-
te, die Leukozytenzahl und die Serumspiegel der Infektionsparameter C-reaktives Protein
(CRP) und Procalcitonin (PCT), sowie klinische Kennzahlen. Die Messung der monozyté-
ren HLA-DR-Expression erfolgte durchflusszytometrisch.

In beiden Studiengruppen nahm die monozytire HLA-DR-Expression im Vergleich zur Ba-
seline am ersten und dritten postoperativen Tag ab. Dabei konnte kein Unterschied zwischen
Impf- und Placebogruppe beobachtet werden. Die kumulative Inzidenz der postoperativen
Infektionen unterschied sich nicht signifikant bis zum 10. postoperativen Tag zwischen bei-
den Gruppen, war jedoch in der VG bis zum 5. postoperativen Tag tendenziell niedriger.
Zwischen dem 6. und 10. postoperativen Tag allerdings zeigte sich eine signifikant hohere
Inzidenz in der VG verglichen mit der NVG. Der Verlauf der Standardinfektionsparameter
zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen. Interventions- und Kon-
trollgruppe unterscheiden sich nicht unter Beriicksichtigung der Art des Eingriffs hinsichtlich

Verweildauer auf der Intensivstation und Beatmungsdauer.

Es konnte nicht gezeigt werden, dass eine priaoperative Impfung die monozytire HLA-DR-
Expression steigert. In den ersten 5 Tagen nach Impfung scheint ein schiitzender Effekt
zu resultieren, nach dem 5. Tag allerdings kommt es zu einer gesteigerten Inzidenz von

postoperativen Infektionen bei den geimpften Patienten.



Abstract

Major surgery is associated with an increased risk of postoperative immunosuppression and
infections. The aim of the present study was to investigate the effects of a preoperative
vaccination in cancer patients undergoing surgery of the upper aero-digestive tract (neck

dissection or esophagus resection) on immune response and postoperative infection rate.

In this randomized-controlled double-blinded trial 66 patients with an upper aerodigestive
tract tumor were assigned either to a vaccination group (VG) or a non-vaccination group
(NVG). Randomization was stratified by the kind of surgery i.e. neck dissection or esophageal
resection. Patients were vaccinated twice: The first vaccination was performed immediately
after baseline blood sampling on the day before surgery, the second vaccination was perfor-
med on the day of surgery. Blood samples were taken before surgery and first vaccination,
on the day of surgery right before the second vaccination and on the first and third post-
operative day (POD). Monocytic HLA-DR expression, measured by flow cytometry, was the
primary endpoint. Postoperative infection rates, serum markers of infection (leukocyte count,
C-reactive protein [CRP| and Procalcitonin [PCT]) and clinical outcome parameters served

as secondary endpoints.

In both groups monocytic HLA-DR, Expression decreased from baseline on POD 1 and POD
3 but there was no difference between vaccinated and non-vaccinated patients. Cumulative
incidence of postoperative infections was not significantly different between groups until POD
10, but was in tendency decreased until POD 5 in VG whereas it was significantly increased
after POD 5 in vaccinated patients compared to non-vaccinated patients. There was no
significant difference in serum levels of markers of infection between VG and NVG. Study

groups did not differ significantly regarding ICU length of stay and time on ventilator.

Preoperative vaccination did not enhance monocytic HLA-DR expression, but resulted in a
protected time in the first 5 days after vaccination but in an increased incidence of postope-

rative infections after POD 5.
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1. Einleitung
1.1. Karzinome des oberen Aerodigestivtraktes

Zu den malignen Tumoren des oberen Aerodigestivtraktes werden Karzinome der Mund-
hohle, des Naso-, Oro- und Hypopharynx, des Larynx und der Trachea gezihlt. Rund 2270
Ménner und 670 Frauen erkranken pro Jahr im Gebiet des Gemeinsamen Krebsregisters
(GKR) der Lander Berlin, Brandenburg, Mecklenburg-Vorpommern, Sachsen-Anhalt und
der Freistaaten Sachsen und Thiiringen an einem malignen Tumor dieser Gruppe [1]. Dies
entspricht einer Inzidenzrate von 21,8 je 100.000 ménnlichen Einwohnern bei Mannern und
von 5,4 je 100.000 weiblichen Einwohnern bei Frauen. Damit handelt es sich um die sechst-
haufigste Krebserkrankungen beim méannlichen Geschlecht. Bei Frauen spielt diese Form von
Krebserkrankung eine weniger vordringliche Rolle. Die hochsten Inzidenzraten werden im
Unterschied zu den meisten anderen Krebsarten in den mittleren Altersgruppen beobachtet.
Im Alter von 45 bis unter 60 Jahren tritt bei Ménnern rund die Hilfte und bei Frauen ein
Drittel der Fille auf. Die Inzidenz steigt seit Beginn der Registrierung. In den letzten 20
Jahren erhohte sich die Rate der Ménner um 80%, wihrend sich die der Frauen verdoppelte.
Seit 1985 steigen die Inzidenzraten der Ménner jahrlich um 3,1% und die der Frauen seit 1989
jahrlich um 3,9%. Die relativen 5-Jahre-Uberlebensraten sind bei Frauen mit 62% deutlich
hoher als bei Ménnern (43%) [1].

In der Mehrzahl der Fille (iiber 90%) handelt es sich bei den Tumoren im Kopf-Hals-Bereich
um Plattenepithelkarzinome [2|. Als die groften Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines
solchen Karzinoms gelten langjdhriger Nikotin- und Alkoholkonsum. Die Tatsache, dass das
Humane Papilloma-Virus (HPV), vor allem HPV 16, eine entscheidende Rolle bei der Ent-
stehung von Oropharynxkarzinomen spielt, gilt als eine der wichtigsten Entdeckungen der
letzten Jahre im Bereich der Onkologie von Kopf-Hals-Tumoren [3, 4, 5|. Als weitere Risiko-

faktoren gelten schlechte Mundhygiene, Asbhestexposition sowie Luftverschmutzung [6].

Als Therapieoptionen stehen die chirurgische und die strahlentherapeutische Behandlung bei
Tumoren im Kopf-Hals-Bereich im Vordergrund. Die neoadjuvante Chemotherapie kommt

bei kurativem Ansatz nur in Kombination mit einer Bestrahlung zum Einsatz.

Der Tumor wird, wann immer moglich, chirurgisch im Ganzen unter Einhaltung eines Sicher-
heitsabstandes reseziert. Unter Umstanden ist eine zusitzliche Ausrdumung der Halslymph-

knoten (Neck-Dissection) notig.
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1.2. Neck-Dissection

Eine Metastasierung in die Halslymphknoten gilt als wichtigster prognostischer Faktor bei
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich |7, 8]. Je nach Tumorstadium erfolgt daher

zusdtzlich die Ausrdumung der Halslymphknoten (Neck-Dissection).

Als typische Komplikationen einer zervikalen Lymphadenektomie gelten Verletzungen des
Nervus accessorius, Nervus vagus, Grenzstrang mit daraus resultierendem Horner-Syndrom,
Nervus hypoglossus und Plexus cervicalis [9]. Auch Verletzungen des Ductus thoracicus oder,
bei hoch zervikaler Lokalisation, der Glandula parotis oder submandibularis sind beschrie-
ben [10]. Hinzu kommen allgemeine Komplikationen wie peri- oder postoperativ auftretende

Blutung, Schwellung oder Entziindung.

Insgesamt sind Komplikationen bei einem Eingriff dieser Art mit einem Risiko zwischen 1

bis 2% eher selten, und nur in der Ausnahme lebensbedrohlich [9].

1.3. Osophaguskarzinom

Im GKR-Gebiet erkranken pro Jahr rund 230 Frauen und 1015 Minner an einem Oso-
phaguskarzinom. Die Inzidenz hat sich bei beiden Geschlechtern seit Mitte der 1980er Jahre
verdoppelt (bei Frauen 1,5 je 100.000 weibliche Einwohner, bei Ménnern 9,1 je 100.000 ménn-
liche Einwohner). Méanner sind demnach hiufiger betroffen und erkranken im Mittel 4 Jahre
frither als Frauen (65 versus 69 Jahre). Aktuell wichst jedoch die Inzidenz bei den Frauen
mit +2,5% jiahrlich deutlich stérker als die bei Mannern (+0,7%). Trotzdem die relativen 5-
Jahre-Uberlebensraten gegeniiber Anfang der 1980er Jahre auf das 8- bzw. 9-fache gestiegen
sind, gehort das Osophaguskarzinom mit 5-Jahre-Uberlebensraten von 16% (Ménner) bzw.

18% (Frauen) noch immer zu den Tumorentitdten mit schlechter Prognose [1].

Rauchen und Trinken — insbesondere von hochprozentigem Alkohol — gelten als die wichtigs-
ten Risikofaktoren fiir das Plattenepithelkarzinom des Osophagus [11]. Eine Erhéhung des
Erkrankungsrisikos haben auch die Belastung mit Nitrosaminen (z.B. in gepokelter Nahrung)
oder Narbenstenosen nach Laugenveritzungen zur Folge. Fiir das Adenokarzinom steht das
Vorliegen einer gastro-osophagealen Refluxkrankheit als Risikofaktor im Vordergrund. Die
metaplastische Umwandlung des Speiser6hrenepithels als Komplikation der Refluxkrankheit
wird als Barrettosophagus bezeichnet und gilt als pradisponierende Erkrankung fiir ein Ade-

nokarzinom des Osophagus [2].
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1.4. Osophagusresektion

Die Osophagusresektion mit entweder hoch-intrathorakaler oder zervikaler Anastomosierung
gilt als komplikationsbehaftete Operation. Als Zweih6hleneingriff ist sie sowohl zeitlich auf-
wandig, als auch technisch anspruchsvoll und geht nach wie vor mit einer relevanten Kom-

plikationsrate einher [12].

Die beobachteten postoperativen Komplikationen liegen in ihrem Ausmafl deutlich iiber den-
jenigen bei anderen grofen viszeralchirurgischen Eingriffen, wie z.B. bei Magen- und Darm-
resektionen, hepato-bilidren Eingriffen oder partiellen Pankreasresektionen [12]|. Fiir dieses
Patientenklientel wurde von Bartels eine durchschnittliche postoperative Komplikationsrate
von 9,7%, also knapp unter 10% ermittelt [13]. Fiir die subtotale Osophagektomie liegen
hingegen Daten vor, die Komplikationsraten von 30 bis 40% belegen [14, 15, 16].

Es kann zwischen chirurgischen (z.B. Anastomoseninsuffizienz, Rekurrenzparese, Interponat-
verlust oder -insuffizienz, Trachealdsionen oder Chylusfistel) und allgemeinen (z.B. Wund-
heilungsstorungen, Nachblutungen und Infektionen wie Abszesse oder Pneumonien im post-

operativen Verlauf) Komplikationen unterschieden werden.

1.5. Patientenbesonderheiten

Bei den malignen Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches handelt es sich fast ausschlieflich um
Plattenepithelkarzinome [2]. Sie sind oftmals assoziiert mit einem langfristigem Alkohola-
busus der Erkrankten [17, 18]. Dariiber hinaus gilt andauernder Alkoholmissbrauch als eta-
blierter Risikofaktor fiir die Entstehung von Leber- und Brustkrebs sowie von kolorektalen
Karzinomen [19, 20, 21, 22].

Es ist bekannt, dass bei Patienten mit Alkoholkrankheit (Alcohol Use Disorder |[AUD]) chir-
urgische Eingriffe im Vergleich zu nicht alkoholkranken Patienten (non-AUD) zu einer erh6h-
ten postoperativen Komplikationsrate fithren [23, 24, 18, 25|. Diese Komplikationen umfassen
im Speziellen nosokomiale Infektionen wie Pneumonien, chirurgische Wundinfektionen und
das vermehrte Auftreten von Sepsiserkrankungen. Das fiihrt zu einem verlingertem inten-
sivmedizinischem Aufenthalt der Patienten und zu einem Anstieg der Gesamtkrankenhaus-
verweildauer. Grund fiir diese Effekte ist die sich durch Alkoholkrankheit und chirurgisches
Trauma im Sinne einer Suppression verdndernde Immunantwort. Eine erhéhte Rate an In-
fektionen ist die Folge [24].
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1.6. Immunsuppression durch Alkohol

Der regelméfige Konsum von Alkohol hat bereits nach einer Woche erheblichen Einfluss
auf Verdnderungen in der angeborenen und erworbenen Immunitét [26]. Die Folge sind un-
spezifische Entziindungsreaktionen, die wiederum bei der Entstehung vieler Organschiden
von entscheidender Relevanz sind. Hinzu kommt ein erhdhtes Risiko fiir Infektionen nach
mehrjahriger Alkoholkrankheit [27].

Bei Patienten mit Alkoholkrankheit ist die T-Helfer-Zell (Th)-1/Th2-Ratio, verglichen mit
Patienten ohne Alkoholkrankheit reduziert. Die Th1/Th2-Ratio gilt als guter Pradiktor fiir
das Auftreten postoperativer Komplikationen [28]. Es scheint, als seien alkoholkranke Patien-
ten aufgrund ihrer praoperativ reduzierten Th1/Th2-Ratio nicht in der Lage, die Ausbildung

zytotoxischer T-Zellen fiir eine effektive Immunantwort zu steigern.

Nicht nur die zellvermittelte, sondern auch die zytokinvermittelte Immunantwort wird durch
den langjahrigen Konsum von Alkohol beeinflusst. Es wurde beobachtet, dass proinflamma-
torische Zytokine wie Tumor Nekrosefaktor (TNF)-alpha und Interleukin (IL)-12 bei Pati-
enten mit Alkoholkrankheit herunterreguliert werden. Gleiches gilt fiir antiinflammatorische
Zytokine wie IL-10 [29, 30, 31, 32, 33|. Die Reduktion der postoperativen Interferon (IFN)-
gamma/IL-10-Ratio scheint einen pradiktiven Wert fiir die postoperative Infektionsrate zu
haben [31]. Dariiberhinaus konnte gezeigt werden, dass eine verringerte IL-6 /IL-10-Ratio mit

einer erhohten Rate an postoperativen Komplikationen assoziiert ist [29].

1.7. Immunsuppression durch chirurgisches Trauma

Es ist bekannt, dass ein chirurgisches Trauma die systemische Immunantwort des Menschen
verandert und mit einer Suppression des Immunsystems sowie einer erhéhten Rate an Infek-

tionen einhergeht.

Die chirurgische Verletzung von menschlichem Gewebe fiihrt zu einer Verminderung der T-
Zell vermittelten Immunantwort [29, 31, 27]. Gleichzeitig verschiebt sich die Th1/Th2-Ratio
in Richtung der Th2-Antwort [34], wihrend die Cluster of Differentiation (CD) 4/CD8-Ratio
unbeeinflusst bleibt [35]. Die zellvermittelte Immunantwort, insbesondere die Expression von
Major Histocompatibility Complex (MHC)-IT Molekiilen auf antigenprisentierenden Zellen
wird durch ein chirurgisches Trauma negativ beeinflusst. In der Folge wird die Prisentation
und Prozessierung von Antigenen unterdriickt [36, 30]. Die Hemmung der Migrations- und
Phagozytosefidhigkeit von Makrophagen, Monozyten und Neutrophilen ist ein weiterer durch
den chirurgischen Eingriff ausgeloster Effekt [37, 38]. Es konnte gezeigt werden, dass diese
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Verdnderungen der Immunantwort fiir infektiose und septische Komplikationen bei chirurgi-

schen Patienten verantwortlich sind [39].

Die Kombination von chirurgischem Trauma und langjahrigem Alkoholabusus fiihrt zu einer
Aggravierung der Immunsuppression [40, 27, 41, 23]. Bislang gibt es nur wenige klinische Stu-
dien, die sich mit den Verdnderungen des Immunsystems durch Alkohol in Kombination mit
chirurgischem Stress auseinandersetzen. Sander et al. konnten zeigen, dass bei alkoholkran-
ken Patienten nach chirurgischer Intervention eine gegeniiber nicht-alkoholkranken Patienten
verminderte IL-6/IL-10-Ratio auftritt. In der Folge kam es zu vermehrten infektiosen Kom-
plikation wéhrend der intensivmedizinischen Behandlung [29]. Weiterhin ist bekannt, dass
alkoholkranke Patienten eine verminderte Th1/Th2-Ratio — sowohl pré- als auch periope-
rativ — zeigen. Das wiederum fiihrt zu einer erhohten Anfalligkeit gegeniiber Infektionen
[24].

1.8. HLA-DR-Expression auf Monozyten

Die Reaktivitit der zirkulierenden Monozyten wird durch eine Operation reduziert [42, 43].
Diese monozytare Funktionseinschrankung oder auch Deaktivierung ist gekennzeichnet durch
eingeschrinkte monozytire Phagozytose und Antigenverarbeitung, unzureichende Antigen-
prisentation und verminderte monozytéire Zytokinsekretion. Die verminderte Kapazitiat An-
tigene zu prasentieren schwicht die zellvermittelte Immunantwort. Fiir diesen Zustand wurde
der Begriff Immunparalyse gepragt, welcher ein funktionelles Versagen der monozytiren Im-
munabwehr beschreibt [44]. Es konnte gezeigt werden, dass diese Effekte fiir Infektionen und

septische Komplikationen bei chirurgischen Patienten verantwortlich sind [39].

Der immunologische Zustand der Immunparalyse kann durch die Messung der Expression
von MHC Klasse II-Molekiilen (Human Leukocyte Antigen [HLA]-DR) auf CD14-positiven
(+) Monozyten erfasst werden. MHC Klasse 1I-Molekiile sind Glykoproteine auf der Zello-
berfliche antigenprisentierender Zellen. Die MHC Klasse IT-vermittelte Antigenprisentation
ist von entscheidender Bedeutung fiir die Einleitung, Aufrechterhaltung und Regulierung ei-
ner adaptiven Immunantwort [45]. Ein grofer Fortschritt der letzen Jahre besteht darin,
dass die monozytire HLA-DR-Expression mittels eines standardisierten, quantitativen Tests
gemessen werden kann [46]. Die standardisierte Messung von HLA-DR erlaubt eine Aussage
zur Prognose septischer Patienten [47|. Eine persistierende reduzierte HLA-DR-Expression
auf CD14+ Monozyten korreliert mit gehduftem Auftreten von sekundéren Infektionen und
Letalitét [48, 49, 47|. Der Verlust zellvermittelter Immunitit scheint fiir einen erheblichen

Teil der Sepsismortalitidt verantwortlich zu sein [50]. Heute ist bekannt, dass die meisten

10
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Sepsispatienten mit einer letal verlaufenden Erkrankung in der spdten hypoimmunen Phase
versterben [48].
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Abbildung 1.: Monozytire HLA-DR-Expression nach Impfung (nach Spies
et al. [51]).

Monozytare HLA-DR-Expression bei Patienten mit Tumor des oberen Aerodigestivtraktes
behandelt mit operativer oder konservativer Therapie und mit oder ohne Impfung (Median und 25.
und 75. Perzentilen). o - Nicht-Vakzinierungsgruppe (NVG) mit konservativer Therapie (n=11);
V - Vakzinierungsgruppe (VG) mit konservativer Therapie (n=11); e - NVG mit operativer
Therapie (n=10); ¥ - VG mit operativer Therapie (n=8). Zeitpunkt 1 - Baseline; Zeitpunkt 2 -
erster postoperativer Tag; Zeitpunkt 3 - dritter postoperativer Tag. * p=0.016 fiir Patienten mit
konservativer Therapie: NVG (Kontrolle) versus VG.

1.9. Immunmodulation durch Impfung

Es ist bekannt, dass die zellvermittelte Immunantwort durch Impfung gesteigert und die
HLA-DR-Expression unterstiitzt werden kann [52, 53|. Im klinischen und experimentellen
Setting konnte sowohl eine Steigerung der Sekretion der Thl-abhéngigen Zytokine (wie TFN-
gamma und IL-2), als auch der von der Th2-Antwort abhéingigen Zytokine wie IL-4 und
IL-10, gezeigt werden [54, 55].

In einer vorausgegangenen Pilotstudie konnte eine gesteigerte HLA-DR-Expression nach
Impfung mit Influenzavakzine bei Patienten mit einem malignen Tumor des oberen Aero-

digestivtraktes im Vergleich zu einer Placebogruppe nachgewiesen werden (sieche Abbildung

11



1. Einleitung

1) [51]. Die Ausschiittung von Zytokinen wurde in dieser Studie nicht durch die Impfung

beeinflusst.

Es ist evident, dass eine Grippeschutzimpfung auch bei immunkompromittierten Krebspati-
enten sicher durchgefiihrt werden kann [56, 57]. In der erwdhnten vorausgegangenen Studie
konnten keine unerwiinschten oder schwerwiegenden unerwiinschten Ereignisse im Zusam-

menhang mit der Impfung beobachtet werden [51].

12



2. Hypothesen

Die Haupt- und Arbeitshypothese der vorliegenden Studie war, dass eine praoperative Imp-
fung mit Grippeimpfstoff bei Patienten mit einem malignen Tumor des oberen Aerodiges-
tivtraktes die zellvermittelte Immunantwort im Sinne einer gesteigerten monozytiren HLA-

DR-Expression verbessert.
Nebenhypothesen waren:

Die préoperative Impfung reduziert die postoperative Rate an Infektionen (Auftreten von
nosokomialen Pneumonien, Systemic Inflammatory Response Syndrome [SIRS|, Sepsis oder

chirurgischen Wundinfektionen).

Die préoperative Impfung verkiirzt die Liegedauer auf der Intensivstation und die Beat-

mungsdauer.

Des Weiteren wurde untersucht, ob es Unterschiede zwischen den beiden Behandlungsstrata
Neck-Dissection und Osophagusresektion in Bezug auf die monozytire HLA-DR-Expression,
die Rate an postoperativen Infektionen, die Verweildauer auf der Intensivstation und die

Beatmungsdauer gibt.

13



3. Material und Methoden
3.1. Patienten

Die Studie wurde als randomisierte, prospektive, placebokontrollierte Doppelblindstudie kon-

zipiert.

Es wurden Patienten eingeschlossen, bei denen eine Operation aufgrund eines Tumors des
oberen Aerodigestivtraktes (entweder Neck-Dissection oder Osophagusresektion) geplant
war. Ausgeschlossen wurden Patienten, die jiinger als 18 Jahre alt waren, schwangere oder
stillende Frauen, Patienten, die die American Society of Anesthesiologists (ASA)-Klassifikation
IV oder V [58] erfiillten sowie Patienten mit bekannter HIV-Infektion oder Leberzirrhose
(Child-Pugh-Stadium B oder C) [59]. Jedwede diagnostizierte Infektion in den vorangegan-
genen 2 Wochen, Zustand nach Splenektomie, Organtransplantation oder ein Myokardinfarkt
in den vorangegangenen 8 Wochen, Behandlung mit Glukokortikoiden in den vorangegangen
4 Wochen, Diabetes mellitus mit Spéatfolgen, Hypoproteindmie oder relevante psychiatrische
Erkrankungen fielen ebenfalls unter die Ausschlusskriterien. Ferner wurden Patienten mit
bekannter Unvertriglichkeit oder Allergie gegen Komponenten des verwendeten Impfstoffs

nicht in die Studie eingeschlossen.

Die Studie wurde durch die Ethik-Kommission der Charité — Universitdtsmedizin Berlin
mit Beschluss vom 9. Mérz 2005 genehmigt (Antrags-Nummer: EA 1/048/04, siche Anhang
E.1). Die Patienten wurden eingeschlossen, nachdem sie nach erfolgter Aufklirung eine ent-
sprechende schriftliche Einwilligungserkldrung unterschrieben hatten (siehe Anhang E.2 und
E.3).

Im Zeitraum zwischen November 2005 und Juli 2008 wurden insgesamt 106 Patienten beziig-
lich einer mdoglichen Studienteilnahme iiberpriift. Von diesen 106 Patienten verweigerten 12
die Studienteilnahme, 9 Patienten wurden aufgrund erfiillter Ausschlusskriterien nicht be-
riicksichtigt und weitere 10 wurden aus anderen Griinden nicht in die Studie eingeschlossen

(3 Patienten waren nicht einwilligungsfihig, bei 7 Patienten wurde die OP abgesagt).

Das Screening fiir die Studie wurde jeweils zwischen Juni und Oktober in den Jahren 2006
und 2007 unterbrochen, da in diesem Zeitraum der verwendete Impfstoff in der nérdlichen

Hemisphére nicht zur Verfiigung stand.
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3. Material und Methoden

3.2. Gruppenzuordnung

Die Patienten wurden entweder der Vakzinierungsgruppe (VG) oder der Nicht-Vakzinierungs-
gruppe (NVG) randomisiert zugeordnet. Die Gruppen VG und NVG wurden weiterhin nach
der Art des Eingriffs (entweder Neck-Dissection oder Osophagusresektion) stratifiziert. We-
der die Mitarbeiter der Studie, noch die Patienten selbst wussten welcher Gruppe sie zuge-

ordnet worden waren (doppelblindes Studiendesign).

3.3. Studienprotokoll und Messungen

Als Basischarakteristika wurden vor der Operation Alter, Geschlecht, Body Mass Index
(BMI) sowie das aktuelle Rauchverhalten der Patienten erfasst. Vorhandene Komorbidité-
ten, einschlieflich arterieller Hypertonie, chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD),
insulinabhéngiger und nicht-insulinabhéngiger Diabetes mellitus, Adipositas, das Vorhan-
densein einer infektiosen Hepatitis sowie Allergien wurden der Patientenakte entnommen.
Zusatzlich wurde eine mdéglicherweise vorhandene Alkoholkrankheit mit Hilfe eines standar-
disierten Algorithmus [60, 61| unter Verwendung der Fragebogen CAGE [62] und Alcohol Use
Disorders Identification Test (AUDIT) [63] diagnostiziert und dokumentiert. Die Anésthesie
erfolgte entsprechend den Standard Operating Procedures (SOPs) der Klinik fiir Anésthesie

und Intensivmedizin, Charite — Universitdtsmedizin Berlin [64].

Entsprechend den Erfahrungen aus einer vorangegangenen Studie [51] wurden die Patienten
der VG zweimal geimpft. Die erste Impfung erfolgte unmittelbar nach der ersten Blutent-
nahme (Baseline) am Tag vor der Operation. Die zweite Impfung erfolgte am OP-Tag um
7.00 Uhr.

1 Tag praoperativ opP 1.postop. Tag 3. postop. Tag

Screening V1 V2

| | | | |
BE 1 BE 2 BE 3 BE 4

Abbildung 2.: Studieninterventionsschema.

BE - Blutentnahme; OP - Operation; postop. - postoperativer; V - Vakzinierung.
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3. Material und Methoden

Jedem Patienten wurden entsprechend dem Studienprotokoll insgesamt vier Blutproben fiir
die Bestimmung der monozytiren HLA-DR Expression entnommen: Als Baseline (Blutent-
nahme [BE| 1) einen Tag prioperativ und unmittelbar vor der ersten Impfung, am Tag
der Operation unmittelbar vor der zweiten Vakzinierung (BE 2) sowie am ersten (BE 3)
und dritten postoperativen Tag (BE 4). Daraus ergibt sich das in Abbildung 2 dargestellte

Interventionsschema.

3.4. Vakzinierung

Die Impfung erfolgte mittels eines inaktivierten Influenza-Spaltimpfstoffes fiir die nordli-
che Hemisphiire in einer Fertigspritze (Mutagrip™, Sanofi Pasteur MSD, Lyon, Frank-
reich). Die Impfung (0,5 ml) wurde intramuskuldr unter aseptischen Bedingungen in den
M. deltoideus injiziert. Jede Impfdosis enthielt 15 ug Influenza-Viren (inaktiviert, gespalten)
der folgenden Stamme: A /New Caledonia,/20/99 (IVR-116), A/Wisconsin/67/2005 (H3N2),
A/ Wisconsin/67/2005 (NYMC X-161 oder NYMC X-161-B) und B/Malaysia/2506/2004.
Sonstige Bestandteile waren Hithnereiweifs, Natriumsalze (Natriumchlorid und Dinatrium-
hydrogenphosphathdihydrat), Kaliumsalze (Kaliumchlorid und Kaliumdihydrogenphosphat)
sowie Wasser fiir Injektionszwecke. Die Patienten der NVG erhielten 0,5 ml 0,9% Kochsalz-

16sung intramuskular.

3.5. HLA-DR-Expression auf Monozyten

Alle immunologischen Parameter wurden in Kooperation mit dem Institut fiir Medizinische

Immunologie, Charité — Universitdtsmedizin Berlin analysiert.

Fiir die durchflusszytometrische Analyse der HLA-DR Expression wurden 50 pl Vollblut in
einem Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Rohrchen mit 20 ul eines mit dem Fluoreszenz-
farbstoff Phycoerythrin konjugierten anti-HLA-DR-Antikorpers und eines anti-CD14-Anti-
korpers (beide QuantiBRITE™ | Becton Dickinson Biosciences, San Jose, USA) im Dunkeln
fiir 30 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert. Fiir die Lyse der Erythrozyten wurden die
Proben mit 0,5 ml einer FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting)-Losung fiir weitere 30
Minuten in Dunkelheit bei Zimmertemperatur inkubiert. Anschliefsend wurden die Zellen
mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen und unter Verwendung eines FACSCalibur™-Zytometers

(Becton Dickinson Biosciences, San Jose, USA) analysiert [46].
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3. Material und Methoden

Tabelle 1.: SIRS und Sepsis - Definitionen der ACCP/SCCM Consensus Conferences
von 1991 und 2001 [66, 67|

SIRS Klinischer Zustand, der durch das Vorliegen von mindestens zwei der fol-
genden Kriterien charakterisiert ist:
- Koérpertemperatur >38°C oder <36°C,
- Herzfrequenz >90/min,
- Atemfrequenz >20/min oder PaCO3 <32 mmHg,
- Leukozyten >12000/mm? oder <4000/mm3

Sepsis SIRS hervorgerufen durch eine Infektion

SIRS - Systemic Inflammatory Response Syndrome; PaCQOg - arterieller Kohlendioxidpartialdruck.

3.6. Procalcitonin-Messung

Die PCT-Konzentration wurde mithilfe eines kommerziell erhaltlichen immunoluminometri-

schen Assays (Brahms, Hennigsdorf, Deutschland) bestimmt.

3.7. Postoperativer Verlauf

Der postoperative Aufenthalt auf der Intensivstation, einschlieklich der Beatmungsdauer,
sowie der sich anschliefende Aufenthalt auf einer peripheren Krankenhausstation wurden
dokumentiert. Die Nachbeobachtung der Patienten erfolgte bis zum einschliefslich 30. post-

operativen Tag.

Allgemeine Komplikationen, wie z.B. Infektionen, kardiopulmonale Insuffizienz, Delir, Blu-
tung und andere chirurgische Komplikationen wurden téglich erfasst. Alle Infektionen wur-
den entsprechend der empfohlenen Kriterien des Centers of Disease Control and Prevention
(CDC) diagnostiziert [65].

Im Fall einer nosokomialen Pneumonie wurde die Diagnose aufgrund von systemischen Zei-
chen einer Infektion, neu aufgetretenen oder sich verschlechternden Infiltraten im Rdnt-
genbild des Thorax und neu aufgetretenem purulentem Sputum gestellt. Eine chirurgische
Wundinfektion wurde diagnostiziert, wenn die Infektion innerhalb der ersten 30 Tage nach
der Operation auftrat und wenn die Patienten wenigstens eines der folgenden Kriterien er-
fiillten: purulente Sekretion entweder aus der Tiefe oder der Oberfliche der Wunde, Nach-
weis einer Keimbesiedlung aus einem unter aseptischen Bedingungen gewonnenen tiefen oder
oberflachlichen Wundabstrich oder Auftreten eines der folgenden Zeichen und Symptome:

Schmerzen, Uberwirmung, Schwellung oder Rtung.
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Die Diagnosen SIRS oder Sepsis wurden anhand der aktuell akzeptierten Definitionen, ba-
sierend auf den Diagnosekriterien der Konsensuskonferenzen des American College of Chest
Physicians/Society of Critical Care Medicine (ACCP/SCCM) von 1991 bzw. 2001, gestellt
(siehe Tabelle 1) [66, 67|.

Die Ergebnisse der Routineblutentnahmen wurden ebenfalls dokumentiert. Folgende La-
borparameter wurden verzeichnet: groftes Blutbild, die Gerinnungsparameter International
Normalized Ratio (INR), partielle Thromboplastinzeit (pTT), Thromboplastinzeit (TPZ),
Antithrombin (AT)-III und Fibrinogen, die Leberwerte Alanin-Aminotransferase (ALT),
Aspartat-Aminotransferase (AST), Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT) und Bilirubin, die
Entziindungsparameter CRP und PCT sowie Albumin, Alkalische Phosphatase (AP), Eisen,
Carbohydrate Deficient Transferrin (CDT), Glukose und Kreatinin.

3.8. Sicherheitsanalyse

Nach Beendigung der Studie und vor der statistischen Auswertung der erhobenen Daten
wurde eine Sicherheitsanalyse durchgefiihrt, um die sichere Anwendung von Mutagrip' Mim
Vergleich zu Placebo bei chirurgischen Patienten mit einem Tumor des oberen Aerodigestiv-

traktes zu iiberpriifen.

In der Auswertung sind sdmtliche wihrend des Studienzeitraums aufgetretenen unerwiinsch-
ten Ereignisse (Adverse Events [AE]) und schwerwiegenden unerwiinschten Ereignisse (Se-
rious Adverse Events |SAE]) beriicksichtigt worden. Im Rahmen der Sicherheitsanalyse wur-

den die erhobenen Daten erstmals entblindet.

3.9. Statistik

Die statistische Analyse wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. K.-D. Wernecke, SOSTANA
GmbH, Berlin, Deutschland durchgefiihrt.

Die Studie wurde als prospektive, kontrollierte, doppelblinde stratifizierte und randomisierte
Studie im Parallelgruppendesign angelegt. Basierend auf bisher unveréffentlichten eigenen
Daten fiir den priméren Endpunkt (HLA-DR Expression) mit einer Effektgrofe von 0,65,
wurde eine Fallzahl von 42 Patienten pro Gruppe berechnet (Verum vs. Placebo), ausgehend
von einem nicht-parametrischen Test (Mann-Whitney-U-Test), einem Fehler erster Ordnung

Alpha=5% (zweiseitig) und einer Power von 80%.
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Alle Ergebnisse fiir metrisch skalierte Daten sind dargestellt als Mittelwert und Standardab-
weichung oder bei gesicherten Abweichungen von der Normalverteilung (Shapiro-Wilk-Test)
als Median mit 25%-75% Quartilen. Hiufigkeiten sind als Absolutwerte mit prozentualem
Anteil angegeben.

Nach negativer Testung auf Normalverteilung und auf Grund der limitierten Stichprobengro-
fse wurden metrisch skalierte Parameter mittels eines nicht-parametrischen Tests fiir unab-
héngige Stichproben verglichen (Mann-Whitney-U-Test). Nominal skalierte klinische Daten
(Héufigkeiten) wurde mittels des Chi-Quadrat-Tests verglichen. Unterschiede zwischen den
Behandlungsarmen wurden dariiber hinaus sowohl univariat (nichtparametrische Kovarian-
zanalyse fiir den Zeitpunkt BE 3 mit Baseline BE 1 als Kovariate), als auch multivariat
(nichtparametrische Kovarianzanalyse fiir Messwiederholungen fiir die Zeitpunkte BE 2, BE
3 und BE 4 mit Baseline BE 1 als Kovariate) verglichen. Das Signifikanzniveau wurde mit
p<0,05 festgelegt. Multiple Tests (insbesondere fiir die sekundédren Endpunkte oder fiir die
getrennte Analyse nach Strata) wurden als explorative Datenanalyse durchgefiihrt. Daher
erfolgte keine Adjustierung fiir multiple Tests. Alle Daten wurden mittels der Software ,Sta-
tistical Package for the Social Sciences* (PASW 18, IBM, Armonk, USA) and SAS, Version
9.1 (SAS-Institute, Cary, USA) ausgewertet.

Patienten, die wihrend der Studie herausfielen (Dropouts) wurden nicht fiir die statistische

Analyse, jedoch fiir die Sicherheitsanalyse beriicksichtigt.
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4. Ergebnisse
4.1. Patienteneinschluss

Insgesamt wurden 75 Patienten in die Studie eingeschlossen. Bei 9 Patienten konnte das
Studienprotokoll nicht abschliefend durchgefiihrt werden, da sie Ausschluss- oder Abbruch-
kriterien erfiillten (2 Patienten erhielten eine Glukokortikoidtherapie, bei 7 Patienten wurde
die OP abgesagt). Auch ausgeschlossene Patienten blieben bis zum Ende der Studie ver-
blindet. Somit wurden 66 Patienten in eine der zwei Behandlungsgruppen randomisiert und
durchliefen die Studie vollsténdig (siehe Abbildung 3).

Bei 38 Patienten wurden Protokollverletzungen beobachtet (bei 18 Patienten in der VG und
bei 20 Patienten in der NVG). Bei 13 Patienten wurde der OP-Zeitpunkt um ein oder zwei
Tage verschoben. In diesen Fillen wurde die Impfung erneut am Tag vor der Operation sowie
am Morgen des OP-Tages durchgefiihrt. In drei Fallen von Protokollverletzungen wurde
die Untersuchung vorzeitig abgebrochen (bei 2 Patienten wurde die Operation abgesagt, 1
Patient erfiillte Ausschlusskriterien). Bei allen weiteren Protokollverletzungen handelte es
sich um geringfiigige Abweichungen, so dass diese Patienten nicht aus der Datenanalyse
ausgeschlossen wurden. Die Daten von allen 66 Patienten, die die Studie durchlaufen haben

wurden bei der abschliefsenden statistischen Analyse beriicksichtigt.

4.2. Patientencharakteristika bei Studienbeginn

Die Patienten der beiden Gruppen (VG und NVG) unterschieden sich bei Studieneinschluss
nicht signifikant hinsichtlich Geschlechtsverteilung, Alter, Grofe, Gewicht oder BMI. Auch
in Bezug auf bei Studienbeginn bestehende Komorbiditidten (Vorhandensein eines arteriel-
len Hypertonus, koronarer Herzkrankheit, COPD, Diabetes mellitus, Adipositas und Niere-
nerkrankungen) gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen Interventions- (VG) und
Kontrollgruppe (NVG). Der Vergleich zwischen den Gruppen beziiglich des Vorhandenseins
einer Alkoholkrankheit, zeigte signifikant mehr alkoholkranke Patienten in der Impfgrup-
pe (p=0,03). Hinsichtlich ihres Rauchverhaltens unterschieden sich die Patienten in beiden
Gruppen nicht. Auch in Bezug auf eine vor Studienbeginn durchgefiihrte neoadjuvante Ra-
diochemotherapie gab es keine signifikanten Unterschiede. Der monozytire HLA-DR-Status
der Patienten zum Zeitpunkt BE 1 (Baseline) unterschied sich zwischen Kontroll- und Impf-
gruppe nicht signifikant. Gleiches gilt fiir die Infektionsparameter (Leukozyten, CRP und
PCT). Tabelle 2 gibt eine Ubersicht iiber die Patientencharakteristika zu Studienbeginn.
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Prufung auf Maglichkeit
des Studieneinschlusses

n=297

Studienteilnahme
abgelehnt

n=12

Kein Einschluss aus
anderen Grinden

n=10
Eingeschlossene
Patienten
n=75
|
Stratum ) Stratum
MNeck-Dissection® .Osophagusresektion®

n=40 n=235
Dropouts Dropouts

n=5 n=4

Mutagrip™ Placebo Mutagrip™ Placebo
n=17 n=18 n=16 n=15

Abbildung 3.: Studieneinschlussdiagramm.
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Tabelle 2.: Patientencharakteristika von Interventions- und Kontrollgruppe bei Studienbeginn.

Interventionsgruppe Kontrollgruppe Gruppenvergleich

Parameter (n=33) (n=33) (p)
Operation Neck-Dissection 18 17 0.80
In] Osophagusresektion 15 16 '
Alter 60,1£9,2 63,24+10,0 0,23
[Jahre]
Geschlecht weiblich 2 6 013
[n] mannlich 31 27 '
BMI
26,1+5,1 25,3+4,4 0,70
[kg/m?]
A[l:]D 15 (45%) 5 (15%) 0,03
N[l:]D 10 (30%) 5 (15%) 0,12
neoadjuvante
Radiochemotherapie 10 (30%) 7 (21%) 0,40
[n]
a[Hn]T 16 (48%) 20 (60%) 0,23
K[:']K 3 (9%) 6 (18%) 0,24
C‘[)n']DD 5 (15%) 6 (18%) 0,50
Diabetes
mellitus 5 (15%) 5 (15%) 0,63
[n]
Nieren-
insuffizienz 3 (9%) 3 (9%) 0,55
[n]
monozytare
HLA-DR-Expression 34241410818 35479413745 0,85
[Molekiile pro Zelle]
Leukozyten 7.3+3.6 6,7+2,4 0,98
[/nl]
PCT 0,08+0,03 0,08+0,05 0,27
[ng/ml]
CRP 6,6+8,8 0,711 0,33
[mg/dl]

n - Anzahl; BMI - Body Mass Index; AUD - Alcohol Use Disorder; NUD - Nicotine Use Disorder; aHT - arterielle Hypertonie;
KHK - koronare Herzkrankheit; COPD - Chronic Obstructive Pulmonary Disease; HLA-DR - Human Leukocyte Antigen-DR;
PCT - Procalcitonin; CRP - C-reaktives Protein. Werte angegeben als Median + Standardabweichung oder als Absolutwerte
mit prozentualem Anteil. Ein Unterschied ist signifikant, wenn p < 0,05 ist (fett gedruckt).
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4.3. Monozytire HLA-DR-Expression

In beiden Studiengruppen nahm die monozytire HLA-DR-Expression im Vergleich zur Base-
line am ersten (BE 3) und dritten postoperativen Tag (BE 4) ab. Dabei konnte kein signifikan-
ter Unterschied zwischen Impf- und Placebogruppe beobachtet werden (10975 (7597-13559)
Molekiile pro Zelle bzw. 9828 (7462-12798) Molekiile pro Zelle bei BE 3, p=0,57 und 10675
(6392-18897) Molekiile pro Zelle bzw. 10843 (7134-16481) Molekiile pro Zelle zum Zeitpunkt
der vierten Blutentnahme (BE 4), p=0,96, Mann-Whitney-Test, siche Abbildung 4).
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Abbildung 4.: Monozytire HLA-DR-Expression in Interventions- und
Kontrollgruppe.

Monozytdre HLA-DR-Expression bei Patienten mit Tumor des oberen Aerodigestivtraktes
mit (Mutagrip) oder ohne (Placebo) Impfung (Median und 25. bis 75. Quartile, Minimum,
Maximum und Spannweite).

Zeitpunkt 1 - Baseline (BE 1); Zeitpunkt 2 - pri#operativ (BE 2); Zeitpunkt 3 - erster post-

operativer Tag (BE 3); Zeitpunkt 4 dritter postoperativer Tag (BE 4). HLA-DR - Human
Leukocyte Antigen-DR; BE - Blutentnahme.

Auch der Vergleich zwischen den Behandlungsgruppen getrennt nach der Art des Eingriffs
(Osophagusresektion bzw. Neck-Dissection) am ersten postoperativen Tag (BE 3) ergab kei-
nen signifikanten Unterschied zwischen Interventions- und Kontrollgruppe (Osophagusre—
sektion: 8377 (5820-11190) Molekiile pro Zelle bzw. 9403 (6541-10918) Molekiile pro Zelle;
p=0,95, Neck-Dissection: 12929 (10670-14451) Molekiile pro Zelle bzw. 9828 (7946-17087)
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Molekiile pro Zelle; p=0,32). Gleiches gilt fiir den Zeitpunkt BE 4 am dritten postoperativen
Tag fiir Interventions- bzw. Kontrollgruppe (Osophagusresektion: 6392 (5009-9669) Mole-
kiile pro Zelle bzw. 7934 (4948-12005) Molekiile pro Zelle; p=0,78, Neck-Dissection: 13056
(10521-21732) Molekiile pro Zelle bzw. 12534 (9508-24674) Molekiile pro Zelle; p=0,94, siehe
Abbildung 5A bzw. B, Mann-Whitney-Test).

Auch die Kovarianzanalyse der Daten zeigt keinen signifikanten Unterschied in Bezug auf die
monozytire HLA-DR-Expression in Impf- und Kontrollgruppe, p=0,34 (univariate nichtpa-
rametrische Kovarianzanalyse zum Zeitpunkt (BE 3) mit Baseline (BE 1) als Kovariate) und
p—0,72 (multivariate nichtparametrische Kovarianzanalyse mit Baseline (BE 1) als Kovariate
tiber alle Zeitpunkte BE 2, BE 3 und BE 4).

Betrachtet man fiir jede Gruppe einzeln (Impf- bzw. Kontrollgruppe) in der Kovarianzanalyse
die Art des Eingriffs (Osphagusresektion versus Neck-Dissection) als Faktor, so zeigt sich in
der univariaten nichtparametrischen Kovarianzanalyse zum Zeitpunkt (BE 3) mit Baseline
(BE 1) als Kovariate kein signifikanter Einfluss auf die HLA-DR-Expression in Impf- bzw.
Kontrollgruppe (p=0,86 bzw. 0,76). Die multivariate nichtparametrische Kovarianzanalyse
iiber alle Zeitpunkte und BE 1 als Kovariate hingegen zeigt einen signifikanten Einfluss der

Art des Eingriffs mit p<0,0001 in der Impfgruppe und p=0,03 in der Kontrollgruppe.

Die Auswertung der Daten zeigte weiterhin, dass sich die monozytire HLA-DR-Expression
bei Patienten mit AUD zwischen den beiden Studiengruppen nicht signifikant unterschei-
det. Dies gilt sowohl fiir den Zeitpunkt BE 1 (Interventionsgruppe: 38536 (29516-49160)
Molekiile pro Zelle, Kontrollgruppe: 37046 (22558-44386) Molekiile pro Zelle; p=0,15), als
auch fiir die Werte der Blutentnahmen im Verlauf (BE 2: Interventionsgruppe: 40474 (26684-
44462) Molekiile pro Zelle, Kontrollgruppe: 35343 (25218-48067) Molekiile pro Zelle; p=0,63,
BE 3: Interventionsgruppe: 10772 (7832-15001) Molekiile pro Zelle, Kontrollgruppe: 9678
(6279-16318) Molekiile pro Zelle; p=0,37 und BE 4: Interventionsgruppe: 9845 (7272-13056)
Molekiile pro Zelle, Kontrollgruppe: 10843 (5814-22815) Molekiile pro Zelle; p=0,69, siehe
Abbildung 5C, Mann-Whitney-Test).

Die univariate nichtparametrische Kovarianzanalyse zum Zeitpunkt BE 3 mit AUD (ja/nein)
als Faktor und BE 1 als Kovariate zeigt keinen signifikanten Einfluss der Alkoholkrankheit
in Impf- bzw. Kontrollgruppe (p=0,21 bzw. p=0,31). Die multivariate nichtparametrische
Kovarianzanalyse iiber alle Zeitpunkte mit AUD als Faktor und BE 1 als Kovariate zeigt
p=0,39 in der Impf- und p=0,73 in der Kontrollgruppe. Die Ergebnisse der Kovarianzanalyse
sind dargestellt in Tabelle 3.

Die Subgruppenanalyse im Stratum Osophagusresektion zeigt, dass sich die monozytire

HLA-DR-Expression derjenigen Patienten, bei denen bis zum dritten postoperativen Tag
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Tabelle 3.: Monozytire HLA-DR-Expression: Ergebnisse der Kovarianzanalyse

Univariate Kovarianzanalyse Multivariate Kovarianzanalyse
Faktor (p-Wert) (p-Wert)
Intervention

(Mutagrip/Placebo) 0,34 0.72
AUD Mutagrip 0,21 0,39
(ja/nein) Placebo 0,31 0,73

Operation Mutagrip 0,86 <0,0001
(Neck/Osophagus) Placebo 0,76 0,03

AUD - Alcohol Use Disorder; Neck - Neck-Dissection; Osophagus - Osophagusresektion. Dargestellt sind die Ergebnisse der
univariaten Kovarianzanalyse zum Zeitpunkt BE 3 und der multivariaten Kovarianzanalyse iiber alle Zeitpunkte BE 2, BE 3
und BE 4 jeweils mit Baseline (BE 1) als Kovariate. Ein Unterschied ist signifikant, wenn p<0,05 ist (fett gedruckt).

die Diagnose SIRS gestellt wurde, nicht signifikant zwischen Placebo- und Impfgruppe un-
terscheidet (BE 1: Interventionsgruppe: 49160 (36809-/) Molekiile pro Zelle, Kontrollgrup-
pe: 28535 (23871-/) Molekiile pro Zelle; p=0,70, BE 2: Interventionsgruppe: 40474 (35548-/)
Molekiile pro Zelle, Kontrollgruppe: 34318 (32110-/) Molekiile pro Zelle; p=0,40, BE 3: Inter-
ventionsgruppe: 7622 (5864-/) Molekiile pro Zelle, Kontrollgruppe: 10158 (7438-/) Molekiile
pro Zelle; p=0,40 und BE 4: Interventionsgruppe: 8061 (6346-/) Molekiile pro Zelle, Kon-
trollgruppe: 7349 (3246-/) Molekiile pro Zelle; p=1,00, sieche Abbildung 5D, Mann-Whitney-
Test).

Auch die Subgruppenanalyse in Bezug auf Geschlecht, Rauchverhalten sowie hinsichtlich
einer stattgehabten neoadjuvanten Chemotherapie erbrachte keine signifikanten Unterschiede
zwischen Impf- und Kontrollgruppe am ersten und dritten postoperativen Tag (BE 3 und
BE 4).

Der Anteil der Patienten mit einer HLA-DR-Expression von weniger als 10000 Molekiilen pro
Zelle betrug 19% in der Impfgruppe gegeniiber 27% in der Placebogruppe (p=0,22). Bei je
zwei Patienten in beiden Studiengruppen wurde eine monozytire HLA-DR-Expression von

weniger als 5000 Molekiilen pro Zelle (Immunparalyse) gemessen.

4.4. Postoperative Infektionen

Die kumulative Inzidenz der aufgetretenen postoperativen Infektionen ist dargestellt in Ab-
bildung 6. Insgesamt betrachtet unterscheidet sich die Infektionsrate bis zum 10. postopera-

tiven Tag zwischen Impf- und Placebogruppe nicht. Dennoch zeigt sich bis zum 5. postope-
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Abbildung 5.: Monozytire HLA-DR-Expression nach Subgruppen.

A|Monozytire HLA-DR-Expression bei Patienten mit Tumor des oberen Aerodigestivtraktes behandelt mit Osopha-
gusresektion mit (Mutagrip) oder ohne (Placebo) Impfung. B|Monozytire HLA-DR-Expression bei Patienten mit Tumor
des oberen Aerodigestivtraktes behandelt mit Neck-Dissection mit (Mutagrip) oder ohne (Placebo) Impfung. C|Monozytire
HLA-DR-Expression bei Patienten mit Tumor des oberen Aerodigestiviraktes mit AUD mit (Mutagrip) oder ohne (Placebo)
Impfung. D|Monozytire HLA-DR-Expression bei Patienten mit Tumor des oberen Aerodigestivtraktes behandelt mit
Osophagusresektion mit postoperativem SIRS mit (Mutagrip) oder ohne (Placebo) Impfung.

Daten jeweils dargestellt als Median und 25. bis 75. Quartile, Minimum, Maximum und Spannweite. Zeitpunkt 1 -
Baseline (BE 1); Zeitpunkt 2 - prioperativ (BE 2); Zeitpunkt 3 - erster postoperativer Tag (BE 3); Zeitpunkt 4 dritter
postoperativer Tag (BE 4). HLA-DR - Human Leukocyte Antigen-DR; AUD - Alcohol Use Disorder; SIRS - Systemic
Inflammatory Response Syndrome; BE - Blutentnahme.
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rativen Tag eine tendenziell niedrigere Infektionsrate in der Impfgruppe (p=0,19), wiahrend
zwischen dem 6. und 10. postoperativen Tag die Inzidenz der Infektionen bei den geimpften

Patienten verglichen mit den nicht geimpften Patienten signifikant hoher ist (p=0,02).

In jeder Gruppe ist jeweils ein Patient verstorben (in der Interventionsgruppe aufgrund eines

Myokardinfarktes, in der Kontrollgruppe als Folge eines septischen Multiorganversagens).

10 —|
O Placebo
B Mutagrip

Kumulative Infektionsinzidenz (Summe)

L

PODO POD1 POD2 POD2 POD4 POD5 PODG POD7 PODS POD9  POD10

Postoperativer Tag

Abbildung 6.: Kumulative Inzidenz von postoperativen Infektionen in
Interventions- und Kontrollgruppe.

Kumulative Inzidenz von postoperativen Infektionen bei Patienten mit Tumor des oberen
Aerodigestivtraktes mit (Mutagrip) oder ohne (Placebo) Impfung. POD 1 bis POD 10: p=0,83;
POD 1 bis POD 5: p=0,19 (Placebo>Mutagrip); POD 6 bis POD 10: p=0,02 (Mutagrip>Placebo)

POD - postoperativer Tag; POD 0 - OP-Tag.

4.5. Infektionsparameter

Der Verlauf der Standardinfektionsparameter (Leukozytenzahl, CRP und PCT) zeigte keine
signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen. Am ersten postoperativen Tag (BE 3)
zeigte sich ein PCT von 0,24 (0,08-0,45) ng/ml in der Interventions- und ein PCT von 0,24
(0,09-0,86) ng/ml in der Kontrollgruppe (p=0,51). Am dritten postoperativen Tag (BE 4)
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fanden sich PCT-Werte von 0,19 (0,10-0,37) ng/ml in der Interventions- und 0,18 (0,10-0,68)
ng/ml in der Kontrollgruppe (p=0,61, siche Abbildung 7A), Mann-Whitney-Test.

Das PCT-Level blieb bei den Patienten, die sich einer Neck-Dissection unterzogen hatten so-
wohl in Interventions-, als auch Kontrollgruppe postoperativ niedrig (0,10 (0,07-0,23) ng/ml
bzw. 0,10 (0,07-0,15) ng/ml am ersten postoperativen Tag [p=0,76] und 0,13 (0,08-0,18)
ng/ml bzw. 0,10 (0,08-0,14) ng/ml am dritten postoperativen Tag [p=0,73], Mann-Whitney-
Test). Auch in der Kovarianzanalyse unterschieden sich die PCT-Werte bei Patienten nach
Neck-Dissection nicht signifikant (p=0,65 univariate nichtparametrische Kovarianzanalyse
zum Zeitpunkt BE 3 mit BE 1 als Kovariate).

Im Gegensatz dazu stieg das PCT-Level bei den Patienten mit Zustand nach Osophagusre-
sektion in Interventions- und Kontrollgruppe an (0,45 (0,32-1,06) ng/ml bzw. 0,86 (0,40-2,67)
ng/ml am ersten postoperativen Tag und 0,37 (0,27-0,65) ng/ml bzw. 0,68 (0,30-1,37) ng/ml
am dritten postoperativen Tag). In der Kovarianzanalyse unterschieden sich die PCT-Werte
bei Patienten nach Osophagusresektion ebenfalls nicht siginifikant (p=0,10, univariate nicht-
parametrische Kovarianzanalyse zum Zeitpunkt BE 3 mit BE 1 als Kovariate, sieche Abbil-
dung 7B).

In Bezug auf die Leukozytenzahl erbrachte der Gruppenvergleich am ersten postoperativen
Tag (BE 3) 5,68 (4,46-7,27) Leukozyten/nl in der Interventionsgruppe und 6,05 (4,06-7,71)
Leukozyten/nl in der Kontrollgruppe (p=0,69). Am dritten postoperativen Tag zeigten sich
9,08 (7,30-11,58) Leukozyten/nl in der Interventions- und 10,55 (8,67-12,06) Leukozyten /nl
in der Kontrollgruppe (p=0,36, Abbildung 7C, Mann-Whitney-Test). Auch in Hinblick auf
die Art der chirurgischen Intervention (Neck-Dissection oder Osophagusresektion) erbrach-
te die statistische Analyse keine signifikanten Unterschiede im Verlauf der Leukozytenzahl

zwischen beiden Interventionsgruppen.

Das CRP-Level betrug am ersten postoperativen Tag 18,63 (14,71-21,88) mg/dl in der
Interventions-und 16,07 (13,56-20,42) mg/dl in der Kontrollgruppe (p=0,23). Am dritten
postoperativen Tag zeigten sich 8,23 (6,13-12,23) mg/dl in der Interventions- und 11,85 (6,28-
15,73) mg/dl in der Kontrollgruppe (p=0,35, Abbildung 7D), Mann-Whitney-Test. Auch die
Subgruppenanalyse nach der Art des Eingriffs erbrachte hinsichtlich des CRP-Verlaufs keine

signifikanten Unterschiede zwischen beiden Interventionsgruppen.

4.6. Klinische Kennzahlen

Die mittlere Verweildauer auf der Intensivstation (ICU) betrug 3,64+5,0 Tage in der Impf-
gruppe und 5,8414,0 Tage in der Placebogruppe (p=0,81). Die postoperative Beatmungs-
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Abbildung 7.: Verlauf der Infektionsparameter.

A|PCT-Verlauf bei Patienten mit Tumor des oberen Aerodigestivtraktes mit (Mutagrip) oder ohne (Placebo) Imp-
fung. B|PCT-Verlauf bei Patienten mit Tumor des oberen Aerodigestivtraktes behandelt mit Osophagusresektion mit
(Mutagrip) oder ohne (Placebo) Impfung. C|Leukozyten-Verlauf bei Patienten mit Tumor des oberen Aerodigestivtraktes mit
(Mutagrip) oder ohne (Placebo) Impfung. Keine Datenerhebung zum Zeitpunkt 2. D|CRP-Verlauf bei Patienten mit Tumor
des oberen Aerodigestivtraktes behandelt mit (Mutagrip) oder ohne (Placebo) Impfung. Keine Datenerhebung zum Zeitpunkt 2.

Daten jeweils dargestellt als Median und 25. bis 75. Quartile, Minimum, Maximum und Spannweite. Zeitpunkt 1 -

Baseline (BE 1); Zeitpunkt 2 - pridoperativ (BE 2); Zeitpunkt 3 - erster postoperativer Tag (BE 3); Zeitpunkt 4 dritter
postoperativer Tag (BE 4). PCT - Procalcitonin; CRP - C-reaktives Protein; BE - Blutentnahme.
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Tabelle 4.: Klinische Kennzahlen von Interventions- und Kontrollgruppe.

Interventionsgruppe Kontrollgruppe Gruppenvergleich
(n = 33) (n = 33) (p)
ICU 3,6 5,8
[Tage] +5,0 +14,0 0.81
Hospital 18,6 21,5 031
[Tage] +19,2 +21,0 ’
TOV 28 20
[Stunden] +68 463 0,82
Todesfalle 1 1
2 (3%) (3%) H0

n - Anzahl; ICU - Verweildauer auf der Intensivstation; Hospital - Krankenhausverweildauer; TOV - Time On Ventilator (post-
operative Nachbeatmungsdauer bis einschlieflich 15. postoperativer Tag). Werte angegeben als Median + Standardabweichung
oder als Absolutwerte mit prozentualem Anteil. Ein Unterschied ist signifikant, wenn p<0,05 ist.

daver (Time On Ventilator [TOV]) betrug 28468 Stunden in der Impfgruppe und 20+63
Stunden in der Placebogruppe (p=0,82) und unterschied sich damit nicht (siehe Tabelle 4).
Interventions- und Kontrollgruppe unterscheiden sich auch unter Beriicksichtigung der Art
des Eingriffs nicht hinsichtlich Verweildauer auf der Intensivstation und Beatmungsdauer.
Patienten, die mit einer Neck-Dissection behandelt wurden, wiesen in Interventions- bzw.
Kontrollgruppe eine deutlich kiirzere Verweildauer auf der Intensivstation (0,540,5 bzw.
0,9+1,0 Tage versus 7,3+5,3 bzw. 10,64+18,8 Tage) und eine kiirzere Beatmungsdauer (647
bzw. 7£10 Stunden versus 54493 bzw. 354+91 Stunden) auf als Patienten, die sich einer

Osophagusresektion unterzogen.

4.7. Sicherheitsanalyse

4.7.1. Grundlagen der Sicherheitsanalyse

Die Sicherheitsanalyse basiert auf der Gruppe der Studienteilnehmer (n=75), die mit Muta-
grip (n=38) oder Placebo (n=37) per Protokoll behandelt wurden. Zusétzlich wurden nach
dem Monitoring neun randomisierte Patienten als Dropouts definiert, sieben Patienten da-
von haben das Priifpraparat erhalten. Die Datensétze dieser Patienten wurden hinsichtlich

der Sicherheitsparameter mit ausgewertet.
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4.7.2. Unerwiinschte Ereignisse

Es sind im Rahmen dieser klinischen Priifung 157 unerwiinschte Ereignisse bei 55 Studien-
patienten (inklusive sieben AE bei den Dropouts) dokumentiert worden. Bei 30 Patienten
in der Impfgruppe traten AE auf und bei 25 Patienten in der Placebogruppe (siehe Tabelle
5).

Sowohl in der Interventions-, als auch in der Kontrollgruppe traten gehiuft unerwiinschte
Ereignisse wie Hypotonie (9,6% aller AE), Pleuraergiisse (5,7% aller AE), Fieber (5,1% aller
AE), Diarrhoe (3,8% aller AE), Schmerzen (3,8% aller AE) und Hypertonie (3,2% aller AE)
auf. In der Impfgruppe traten um 50% haufiger Hypotonien (7% der AE) und Pleuraergiisse
(3,8% der AE) als in der Placebogruppe (Hypotonie 2,5% der AE und Pleuraergiisse 1,9%
der AE) auf, in der Placebogruppe hingegen héufiger Fieber (6,8% der AE) im Vergleich zur
Impfgruppe (1,3% der AE in der Impfgruppe).

Ein AE bei einem Studienpatienten in der Interventionsgruppe wies einen sicheren kausalen
Zusammenhang zum Studienmedikament auf (Schwellung am Injektionsort nach intramusku-
lirer Gabe von Mutagrip™). Ein AE bei einem Studienpatienten in der Interventionsgruppe
wies einen wahrscheinlichen kausalen Zusammenhang zum Priifpraparat auf (Erythem am
Injektionsort nach intramuskulidrer Gabe von Mutagrip™). Es fand bei diesen Ereignissen
keine friithzeitige Entblindung statt, sodass der vermutete Zusammenhang erst bei Entblin-

dung nach Datenbankschluss bestéitigt werden konnte.

Bei 98,7% der unerwiinschten Ereignisse bestand kein kausaler Zusammenhang zu den Priif-

praparaten.

4.7.3. Schwerwiegende unerwiinschte Ereignisse

Es sind im Rahmen dieser klinischen Priifung 58 schwerwiegende unerwiinschte Ereignisse
bei 25 Studienpatienten gemeldet worden. Bei den Patienten, die Dropouts wurden, sind
keine SAE aufgetreten und gemeldet worden. Das Auftreten von SAE war iiber beide Stu-
diengruppen nahezu gleich verteilt: 34 SAE bei 15 Patienten in der Impfgruppe und 24 SAE
bei 10 Patienten in der Placebogruppe (siehe Tabelle 5).

Folgende SAE traten gehéuft auf: Pneumonie (12,1% aller SAE), Delir (10,4% aller SAE),
Anastomoseninsuffizienz (8,6% aller SAE), Wundinfektion (6,9% aller SAE), Nachblutung
(6,9% aller SAE), respiratorische Insuffizienz (5,2% aller SAE) und Dyspnoe (3,4% aller
SAE). Es gibt keine relevanten Unterschiede hinsichtlich des Auftretens von SAE in den
beiden Studiengruppen.
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Tabelle 5.: Unerwiinschte Ereignisse und schwerwiegende unerwiinschte Ereignisse

Fille de alle mi Anteil der Anteil an
Siche ' Fa im't Anzahl nag bzw. der Ge-
Gesamtfille heiltsan:— AE bzw. der AE NgAp in samtzahl
[n] | SAE bzw. SAE der der AE
}[/ns]e [nﬁfAZZ]W- [n] Gruppe bzw. SAE
Gruppe [%] [%]
Mutagrip 38 38 30 87 40 55
w
< Placebo 37 37 25 70 33 45
Summe 75 75 55 157 73 100
w Mutagrip 38 38 15 34 20 59
& Placebo 37 37 10 24 13 41
Summe 75 75 25 58 33 100

n - Anzahl; AE - Adverse Event (unerwiinschtes Ereignis); SAE - Serious Adverse Event (schwerwiegendes unerwiinschtes
Ereignis). Dargestellt sind Anzahl und Hiufigkeiten von unerwiinschten Ereignissen und schwerwiegenden unerwiinschten
Ereignissen gesamt, nach Behandlungsgruppen und prozentual. Werte angegeben als Absolutwerte oder als prozentuale Anteile.

Bei 100% der schwerwiegenden unerwiinschten Ereignisse bestand kein kausaler Zusammen-

hang zu den Priifpraparaten.

4.7.4. Nachbeobachtung

Es wurden im Rahmen der klinischen Priifung zwei Todesfille gemeldet. Ein Patient der
Impfgruppe verstarb innerhalb des Beobachtungszeitraumes einen Tag nach der letzten Ga-
be des Priifpriparates an Herz-Kreislaufversagen. Ein Patient der Placebogruppe verstarb
aufkerhalb der Nachbeobachtungszeit 36 Tage nach Gabe des Priifpraparates. Die Todesfille
wurden als nicht im Zusammenhang mit der Gabe der Priifpriparate stehend gemeldet und
bewertet, da in beiden Fillen die Komorbiditdten und intensivmedizinische Erkrankungen
im Vordergrund standen. Es bestand bei diesen Ereignissen kein kausaler Zusammenhang zu

den Priifpraparaten und es war keine Entblindung erforderlich.
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Die monozytiare HLA-DR-Expression unterschied sich zwischen Interventions- und Kontroll-

gruppe nicht, damit konnte die Arbeitshypothese nicht bestitigt werden.

In einer vorausgegangenen Pilotstudie der gleichen Arbeitsgruppe [51] konnte gezeigt wer-
den, dass eine Impfung mit Influenza-Hémaglutinin-Antigenen die HLA-DR-Expression bei
Patienten mit einem Tumor des oberen Aerodigestivtraktes, die sich einer konservativen
Therapie unterzogen haben, signifikant steigert. Im Vergleich dazu war dieser Effekt bei
den Patienten, die sich einer chirurgischen Intervention unterzogen (nur Neck-Dissection,
keine Osophagusresektionen) nicht zu beobachten. Man hat im Rahmen dieser Ergebnisse
geschlussfolgert, dass ein chirurgisches Trauma eine durch die Impfung hervorgerufene Erho-
hung der monozytdren HLA-DR-Expression wieder aufhebt. Auch in der nun vorliegenden
Studie wurde die HLA-DR-Expression auf Monozyten nach chirurgischer Intervention durch

die durchgefiihrte praoperative Impfung nicht beeinflusst.

Gemafk der vorausgegangenen Pilotstudie wurde auch in der vorliegenden Untersuchung zwei-
mal geimpft. Ein entscheidender Unterschied findet sich in der Art der chirurgischen Inter-
vention. In der vorliegenden Studie wurden neben Patienten, die sich einer Neck-Dissection
unterzogen auch Patienten mit geplanter Osophagusresektion beriicksichtigt. Diese Opera-
tion stellt einen Zweihohleneingriff dar, bei dem sowohl Thorax, als auch Abdomen eréffnet

werden. Es handelt sich also um einen deutlich invasiveren Eingriff als die Neck-Dissection

Es ist bekannt, dass invasivere Chirurgie im Vergleich zu weniger invasiven Eingriffen (z.B.
laparoskopische Operationen) zu einer stirkeren postoperativen Immunsuppression fiihrt
[68, 34, 69, 70]. In der vorliegenden Studie war die postoperative HLA-DR-Expression auf
Monozyten bei den Patienten, die sich einer Osophagusresektion unterzogen im Vergleich
zu denen, die mit einer Neck-Dissection therapiert wurden, tendenziell niedriger, jedoch oh-
ne statistische Signifikanz. In der Kovarianzanalyse konnte jedoch ein signifikanter Einfluss
der Art der chirurgischen Intervention auf die monozytire HLA-DR-FExpression sowohl in
Interventions- als auch Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse bestatigen
die aktuelle Studienlage und zeigen erneut, dass das Ausmaf des chirurgischen Traumas

Einfluss auf die postoperative Immunsuppresion nimmt.

Moglicherweise sind also die positiven Effekte der Vakzinierung auf die monozytare HLA-
DR-Expression aufgrund der Invasivitit und Grofe des chirurgischen Traumas und der damit
einhergehenden verstirkten Immunsuppression nicht mehr zu erkennen. Unter Umstinden
miissten die Patienten mehr als zweimal prioperativ geimpft werden, um der ausgeprigten

Immunsuppression durch die Operation sichtbar entgegenzuwirken.
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Beriicksichtigt werden muss auch der Einfluss einer stattgehabten Allgemeinanésthesie auf
das Immunsystem [60, 71]. Von Dossow et al. konnten an dhnlichem Patientengut wie in der
vorliegenden Studie (langzeit-alkoholkranke Patienten) zeigen, dass die postoperative Infek-
tionsrate bei Patienten, die eine Isofluran-Narkose erhielten, im Vergleich signifikant hoher
war, als bei Patienten, die mit einer total intravendsen Anésthesie (TIVA) mit Propofol be-
tdubt wurden. In der vorliegenden Studie wurden die Patienten zwar standardméfig mittels
TIVA anisthesiert, trotzdem muss ein moglicher negativer Einfluss auf die Immunantwort

erwogen werden.

Hinzu kommen die Besonderheiten des Patientenguts in der vorliegenden Studie. Die An-
zahl der alkoholkranken Patienten in Interventions- bzw. Kontrollgruppe unterscheidet sich
signifikant (45% bzw. 21%, p=0,03). Es ist gut untersucht und bekannt, dass chronisch al-
koholkranke Patienten schon praoperativ durch eine Immunsuppression, sowie durch eine
verdnderte Immunantwort auf chirurgischen Stress auffallen [23, 25]. Weiter weifs man, dass
chronisch alkoholkranke Patienten beim Auftreten einer Infektion und im friihen septischen
Schock niedrigere Level proinflammatorischer Immunparameter aufweisen im Vergleich zu
nicht alkoholkranken Patienten [28]. Auch erhéhte Infektionsraten und ein verlingerter in-
tensivimedizinischer Aufenthalt nach chirurgischer Intervention konnten bei Patienten mit
Alkoholkrankheit nachgewiesen werden [31]. In der vorliegenden Studie jedoch konnte kein
Einfluss der Alkoholkrankheit auf die monozytire HLA-DR-Expression nachgewiesen werden
(Kovarianzanalyse mit AUD als Faktor und Baseline als Kovariate). Auch der Verlauf der
HLA-DR-Expression bei Patienten mit Alkoholkrankheit zeigt in Impf- und Kontrollgruppe

keine signifikanten Unterschiede.

Bisher sind Studien, die sich mit der monozytiren Funktionseinschrankung und HLA-DR-
Expression sowie der zellvermittelten Immunanwort nach Influenza-Impfung beschiftigen

nur an nicht chirurgischen Patienten durchgefiihrt worden [52, 72, 73|.

Die Studiengruppe von Haining et al. konnte eine gesteigerte HLA-DR-Expression nach Vak-
zinierung mit Influenza-Impfstoff bei Kindern mit Zustand nach hdmatopoetischer Stamm-
zelltransplantation nachweisen [52]. Die Studienergebnisse von Holvast et al. zeigten erhthte
Level von Interferon (IFN)-gamma nach Influenzaimpfung bei Patienten mit systemischen
Lupus Erythematodes (SLE), ebenso wie in der Kontrollgruppe bei gesunden Probanden
[72|. Avetisyan et al. haben sich ebenfalls mit Patienten nach Stammzelltransplantation (in
diesem Fall Erwachsene) beschéftigt und konnten zeigen, dass eine saisonale Grippeimpfung
die zelluldre Immunantwort fordert [73]. Dies gilt sowohl fiir die Patientengruppe, als auch
fiir die gesunden Probanden der Kontrollgruppe. Diese protektiven Effekte fielen bei den
Erkrankten jedoch geringer aus, insbesondere bei denen, die mit kurzem Zeitabstand nach

der Stammzelltransplantation geimpft wurden.
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Die Ergebnisse dieser Studien zeigen also, dass auch Patienten mit kompromittiertem Im-
munsystem (Z.n. Stammzeltransplantation, SLE) von einer Influenzaimpfung profitieren.
Gleichwohl handelt es sich natiirlich um eine vollstindig andere Form der Immunsuppressi-

on als in der vorliegenden Studie (chirurgisches Trauma, AUD).

Insgesamt wird die klinische Relevanz der postoperativen HLA-DR-Expression auf Mono-
zyten in der Literatur kontrovers diskutiert. Eine Vielzahl von Studien konnte nachweisen,
dass eine erniedrigte postoperative HLA-DR-Expression mit einer erhohten Rate an Kom-
plikationen einhergeht 39, 47, 48, 49, 74, 75, 76].

Beispielsweise konnten Schinkel et al. zeigen, dass die Entstehung einer Sepsis mit einer
signifikant erniedrigten Monozytenzahl sowie mit einer Supression der HLA-DR-Rezeptor-
Expression einhergeht. Das Level der monozytiren HLA-DR-Expression korreliert mit der

Schwere der Sepsis und dem Outcome [39].

Diese Ergebnisse konnten von Allen et al. bestétigt werden. In der durchgefiihrten Unter-
suchung hatten die Patienten mit erniedrigtem HLA-DR-Level in der friithen postoperativen

Phase ein deutlich erhéhtes Risiko fiir ein spéter auftretendes SIRS oder eine Sepsis [77].

Gessler et al. konnten nachweisen, dass ein erhéhtes Risiko fiir bakterielle Infektionen nach
padiatrischer Herzchirurgie durch die praoperative Bestimmung der Monozytenfunktion an-

tizipiert werden kann |78|.

Gegensitzliche Resultate erbrachte die Studie von Oczenski et al. [79]. Die Untersuchung
zeigte, dass bei Patienten nach Herzoperationen die Bestimmung der pra- und unmittelbar
postoperativen HLA-DR-Level wiahrend der ersten 24 Stunden nicht hilfreich ist, um ein
erhohtes Risiko fiir postoperatives SIRS, Sepsis oder infektiose Komplikationen vorauszusa-

gen.

Trotzdem spricht die Studienlage dafiir, dass die HLA-DR-Expression als verlisslicher Mar-
ker fiir die Entwicklung einer monozytiaren Anergie, sowie fiir die Prognose sekundérer no-

sokomialer Infektionen kritisch kranker Patienten verwendet werden kann [80)].

In der vorliegenden Studie zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Verlauf der gén-
gigen Entziindungsparameter (PCT, CRP und Leukozytenzahl) zwischen Interventions- und
Kontrollgruppe. Betrachtet man jedoch die beiden Strata Osophagusresektion und Neck-
Dissection getrennt, so zeigen sich bei den Patienten, die sich einer Osophagusresektion
unterzogen, tendenziell niedrigere PCT-Level in der Impfgruppe, jedoch ohne statistische

Signifikanz. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass eine pridoperative Vakzinierung die
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postoperativ auftretende Immunsuppression reduzieren kann. Dieser Effekt war bei Patien-
ten nach Neck-Dissection nicht zu beobachten. Es zeigen sich also auch beim PCT-Level

Unterschiede in Bezug auf die Art und Grofse der chirurgischen Intervention.

PCT gilt als inflammatorischer Marker und ist kennzeichnend fiir das Auftreten einer bak-
teriellen Infektion oder Sepsis [81, 82|. Trotzdem wird die Rolle von PCT als Parameter
im klinischen Alltag und als Pradiktor fiir das spédtere Outcome noch immer kontrovers
diskutiert.

Im Hinblick auf die Vorhersage infektioser Komplikationen fanden beispielsweise Oberhofer
et al. in ihrer Untersuchung keinen Vorteil einer routinemifigen PCT-Bestimmung nach
kolorektaler Chirurgie gegeniiber der alleinigen CRP-Messung [83]. Gleichwohl wiichst die
Evidenz in Bezug auf den positiven Nutzen der PCT-Bestimmung, um bakterielle Infektionen
zu sichern und die antibiotische Therapie zu leiten [84]. Der aktuellen Literatur nach zu
urteilen, wurden bis jetzt keine Studien durchgefiihrt, die sich mit der Messung von PCT-

Konzentrationen vor und nach Influenza-Impfung beschiftigen.

Insgesamt unterschied sich die Inzidenz postoperativer Infektionen bis zum 10. postoperati-
ven Tag zwischen Interventions- und Kontrollgruppe nicht. Auch zwischen dem 0. (OP-Tag)
und 5. postoperativen Tag konnte kein signifikanter Unterschied in der Inzidenz postoperati-
ver Infektionen gezeigt werden, was konsistent ist zum fehlenden Effekt der Vakzinierung auf
die monozytire HLA-DR-Expression. Zwischen dem 6. und 10. postoperativen Tag jedoch
war die kumulative Inzidenz von Infektionen in der VG im Vergleich zur NVG signifikant
erhoht. Dieses Ergebnis ist iiberraschend und steht in komplettem Gegensatz zu der Hy-
pothese, dass eine priaoperative Impfung die postoperative Rate an Infektionen reduzieren
kann. Da dieses Ergebnis erst nach Entblindung aller Patienten wahrend der finalen Da-
tenanalyse sichtbar wurde und nicht Gegenstand der Sicherheitsanalyse war, fiihrte es auch
nicht zu einer frithzeitigen Unterbrechung der Studie. Trotzdem impliziert dieses Ergebnis,
dass Patienten, die vor einer Operation geimpft wurden, mdoglicherweise ein erhéhtes Risi-
ko fiir postoperative Infektionen haben. In der Tendenz war die Inzidenz der Infektionen
zwischen dem 0. und 5. postoperativen Tag in der Impfgruppe niedriger. Man konnte also
auch konstatieren, dass diese Patienten unter Umstdnden von einer nochmaligen Impfung
zu einem spiteren Zeitpunkt profitieren wiirden. Dies miisste im Rahmen einer groferen

randomisierten Folgestudie jedoch erst verifiziert werden.

In Bezug auf die sekundaren Endpunkte Beatmungsdauer und Verweildauer auf der Inten-
sivstation zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Interventions- und Kontroll-
gruppe. Die Patienten, die sich einer Neck-Dissection unterzogen, verbrachten postoperativ

nur eine sehr kurze Zeitspanne auf der Intensivstation (im Median 0,5 Tage). Die Effekte
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einer Vakzinierung auf das Immunsystem sind moglicherweise zu gering, um diese per se
kurze Verweildauer noch weiter zu verkiirzen. Allerdings konnten auch bei den Patienten,
die sich einer Osophagusresektion unterzogen, mit deutlich lingerer Verweildauer auf der
Intensivstation (im Median 7,3 Tage) keine signifikanten Unterschiede zwischen Impf- und

Kontrollgruppe gezeigt werden.

Die erhobenen Werte, sowohl fiir die postoperative Beatmungsdauer als auch fiir die Ver-
weildauer auf der Intensivstation, unterlagen im Stratum Osophagusresektion einer hohen
Streuung. Zu erkldren ist dies durch die Tatsache, dass die Daten zweier langzeitbeatme-
ter Patienten in die statistische Analyse mit eingeflossen sind. Auch ohne Beriicksichtigung
dieser beiden Patienten konnten keine Unterschiede zwischen Impf- und Kontrollgruppe in
Bezug auf die Intensivverweildauer und die Beatmungszeit nachgewiesen werden. Die Ergeb-
nisse sind konsistent mit der vorausgegangenen Pilotstudie [51]. Auch dort konnten weder

die Verweildauer auf der Intensivstation noch die Beatmungsdauer beeinflusst werden.

Die Anwendung der Priifsubstanzen Mutagrip™und Placebo ist in der vorliegenden Studie
im Rahmen der klinischen Priifung als sicher bewertet worden. Insgesamt wurden zwei Er-
eignisse an Studienpatienten beobachtet, die direkt mit der Impfung in Verbindung gebracht
werden konnten (lokale Schwellung bzw. Erythem an der Injektionsstelle). In beiden Féllen
handelte es sich laut Fachinformation des Herstellers um eine zu erwartende Nebenwirkung
[85]. Eine friihzeitige Beendigung der Untersuchung aufgrund von Sicherheitsbedenken war

nicht notwendig.

Das gehdufte Auftreten von unerwiinschten Ereignissen wie Hypotonie, Pleuraerguss, Fie-
ber, Diarrhoe, Schmerzen und Hypertonie ist im Rahmen des operativen Settings von Neck-
Dissection und Osophagusresektion und dem damit im Zusammenhang stehendem postope-
rativen Intensivaufenthalt zu erwarten gewesen und konnte nicht auf einen Einfluss durch
die Gabe der Priifpriaparate zuriickgefithrt werden. Das unterschiedlich hiufige Auftreten
der verschieden unerwiinschten Ereignisse beim Vergleich von Impf- und Placebogruppe
hing ebenfalls mit den jeweiligen Komorbiditaten nach der Operation der Studienpatienten
zusammen und konnte nicht mit der Gabe der Priifpriparate in Zusammenhang gebracht

werden.

Das Auftreten von schwerwiegenden unerwiinschten Ereignissen wie Pneumonie, Delir, Anas-
tomoseninsuffizienz, Wundinfektion, Nachblutung, respiratorischer Insuffizienz und Dyspnoe
ist in dem operativen Setting der vorliegenden Arbeit ebenfalls zu erwarten gewesen und
konnte in keinem Fall auf die Gabe der Studienmedikation zuriickgefiihrt werden. Ebenso
ergab sich bei den beiden in der vorliegenden Arbeit aufgetretenen Todesfillen kein Zusam-

menhang zur Studienmedikation.
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Der aktuellen Studienlage folgend, gilt die Anwendung von Influenzaimpfstoff an immun-
kompromittierten Patienten momentan als sicher. [86]. Beispielsweise haben Ullmann et al.
die sichere und effektive Anwendung an Patienten mit Leukémie nachgewiesen [56]. Gleiches
gilt fiir die durchgefiihrten Impfstudien von Avetisyan et al. an Patienten, die sich einer

Stammzelltransplantation unterziehen mussten [57, 73].

Es existieren nur wenige Studien, die sich mit einer Influenzaimpfung im Rahmen eines
chirurgischen Settings beschiftigen. In der vorausgegangen Pilotstudie [51], wurde die An-
wendung von Influenzaimpfstoff an chirurgischen Patienten mit bésartigem Tumor als sicher
bewertet. Auch in der vorliegenden Untersuchung konnten keine schweren unerwiinschten
Reaktionen in Zusammenhang mit dem Impfstoff beobachtet werden, trotzdem zeigt diese
Studie, dass eine priaoperative Impfung in einer erhéhten postoperativen Inzidenz an Infek-
tionen nach dem 5. postoperativen Tag resultiert. Dieser Effekt wurde im Rahmen dieser
Untersuchung erstmals nachgewiesen und bedarf sicher weiterer Verifizierung, trotzdem gibt
das Ergebnis einen ersten Hinweis darauf, dass eine prioperative Impfung moglicherweise

vermieden werden sollte.

Zu bemerken ist, dass das Studiendesign verschiedenen Limitationen unterliegt. Zum einen
wurde der geplante Stichprobenumfang fiir die vorliegende Studie nicht erreicht. In der Stu-
dienplanung waren jeweils 42 Patienten in Kontroll- und Interventionsgruppe vorgesehen,
wahrend letztendlich nur 33 Patienten pro Gruppe die Untersuchung beendet haben. Die
Power der Studie muss daher als in kleinem Make zu gering betrachtet werden, was mog-
licherweise Einfluss auf die Ergebnisse und die nicht vorliegenden Unterschiede genommen
hat. Zum anderen sind die Ergebnisse im Hinblick auf die beiden Strata Neck-Dissection und
Osophagusresektion kritisch zu bewerten. Da sich die Operationen in Hinblick auf Invasivi-
tat, Eingriffsdauer und beschriebener Rate an Komplikationen |9, 12| deutlich unterscheiden,
sind die erhobenen Daten (unter Einbeziehung der Patientendaten beider Strata) moglicher-
weise weniger aussagekriftig. Aus den gleichen Griinden resultiert auch eine erschwerte Ver-
gleichbarkeit beider Strata. Die Hypothesen der vorliegenden Arbeit miissten also in einer
Folgestudie mit grofleren Patientenzahlen, moglicherweise auch mit verdndertem Studiende-
sign im Sinne der Art des chirurgischen Eingriffs und der Anzahl der Vakzinierungen erneut

gepriift werden.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die der vorliegenden Studie zugrunde liegenden Hy-
pothesen nicht bestétigt werden konnten. Es konnte nicht gezeigt werden, dass eine priope-
rative Impfung mit Influenzavakzine bei Patienten mit einem malignen Tumor des oberen
Aerodigestivtraktes die monozytiare HLA-DR-Expression fordert. Eine Reduzierung der post-
operativen Infektionsrate oder eine Verkiirzung der Liegedauer auf der Intensivstation bzw.

der Beatmungszeiten konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Im Gegenteil resultierte
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die Impfung in einer erhéhten kumulativen Inzidenz von Infektionen nach dem 5. postope-

rativen Tag.

Es konnte gezeigt werden, dass sich die Ergebnisse in den beiden Strata Osophagusresek-
tion und Neck-Dissection in Bezug auf die monozytire HLA-DR-Expression, PCT-Level,
Beatmungs- und Intensivverweildauer tendenziell unterscheiden. Ein signifikanter Einfluss
der Art der chirurgischen Intervention auf die monozytire HLA-DR-Expression konnte nach-

gewiesen werden.
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Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

Ihnen ist vorgeschlagen worden, an der oben genannten Untersuchung teilzunehmen. Sie sind in
die Charité aufgenommen worden, weil bei lhnen eine Operation geplant ist. Sowohl der Stress der
Operation als auch Ihre Erkrankung bewirken Veranderungen in lhrem Abwehrsystem. Die Zellen
dieses Abwehrsystem sind in ihrer Funktion eingeschrankt. Im Anschluss an solche groRen
Operationen treten h&ufiger Infektionen auf. Durch eine Impfung mit einem Grippe-Impfstoff kénnte
die Funktion lhres Abwehrsystems wieder verbessert werden. Wir wollen Gberprifen, ob bei lhnen
durch eine Impfung bei Verdacht auf einen gut- oder bdsartigen Tumor vor der Operation eine
Verbesserung des Abwehrstatus und damit eine Verminderung der Infektionsrate erreicht werden
kann.

Ziel der Untersuchung:

In unserer Untersuchung werden wir prilfen, ob sich Ihr kérpereigenes Abwehrsystem nach der
Impfung mit dem Grippe-Impfstoff verbessert. Es wird untersucht, ob Infektionen nach groRer
Operation, die lhnen méglicherweise bevorsteht, verhindert werden kénnen. Diese Impfung wird
bei Erwachsenen mit einem erhéhten Risiko fiir Komplikationen unter anderem bei angeborener,
erworbener oder therapiebedingter Immunschwéche empfohlen.

Die Anwendung dieses Impfstoffes erfolgt bisweilen routinemaRig zur Vorbeugung der echten
Virusgrippe (Influenza) und wird insbesondere bei Erwachsenen mit Grunderkrankung wie
chronische Erkrankungen der Atemwege, des Herzens, der Niere, etc. empfohlen. Des Weiteren
wird die Impfung fir alle Personen ab dem 60. Lebensjahr empfohlen.

Die Zusammensetzung des Impfstoffes von Mutagrip entspricht den jeweils aktuellen
Empfehlungen der WHO und der Européischen Gemeinschaft. Eine Impfdosis entspricht 0,5 ml.

Ablauf der Untersuchung:

Sie werden zuféllig einer der beiden Gruppen zugeteilt: Gruppe mit Impfung oder Kontrollgruppe
(ohne Impfung). Wenn Sie der Gruppe mit Impfung zugeteilt werden, erhalten Sie insgesamt zwei
Impfungen mit dem Grippe-Impfstoff. Die erste Impfung erhalten Sie am Morgen der station&ren
Aufnahme, einen Tag vor der groen Operation. Die zweite Impfung wird am Mergen der groRen
Operation durchgefilhrt. Um |hr Abwehrsystem zu Oberprifen, wird lhnen Blut abgenommen.
Dabei werden lhnen jeweils ca. 20 ml Blut entnommen. Die erste Blutabnahme erfolgt vor der
ersten Impfung, Am Morgen der groRen Operation wird kurz vor der zweiten Impfung das zweite
Mal Blut abgenommen. Sowohl einen Tag danach, als auch am dritten Tag danach erfolgen die
dritte und vierte Blutabnahme.

Wourden Sie der Kontrollgruppe zugeteilt, dann erhalten Sie keine Impfungen. Die Blutabnahmen
erfolgen aber gleichermaBen. Ein Tag vor der Operation die erste und am Morgen der Operation
wir das zweite Mal Blut entnommen. Einen Tag danach und am dritten Tag nach der Operation
wird ebenfalls Blut entnammen. Auch hier sind es jedes Mal ca. 20 ml.

Die Gesamtblutabnahmemenge betragt ca. 80 ml (4x20 ml) (iber den Zeitraum von 5 Tagen (ein
Tag préoperativ, am OP Tag, am ersten postoperativen und am dritten postoperativen Tag).

Die entnommenen Blutproben werden mit einem Zahlencode verschlisselt und im zustindigen
Labor der Immunologie, Campus Charité Mitte, weiterverarbeitet.

Ihnen wird jederzeit die erforderliche Standardtherapie garantiert.

Verhalten wahrend der klinischen Untersuchung sowie in der Folgezeit:

Die folgenden Hinweise dienen dem Zweck die eigene Gesundheit, den Ablauf und das Ergebnis
der klinischen Priifung sowie den Versicherungsschutz nicht zu gefahrden.
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Sie werden ausschlieflich unter Erklarung lhres Einverstdndnisses in diese Studie
eingeschlossen.

Sie durfen nicht geimpft werden, wenn Sie auf den arzneilich wirksamen Bestandteil, auf eine
andere, im Impfstoff enthaltene Substanz, auf Huhnereiproteine, Hihnerproteine, Neomycin oder
Octoxinol 9 allergisch/iberempfindlich reagieren. Bitte teilen Sie dem Studienarzt mit, wenn Sie an
Allergien leiden oder gesundheitliche Probleme nach einer friheren Impfung auftraten.

Sie sollten dem Studienarzt mitteilen, wenn Sie an einer akuten behandlungsbedurftigen oder
fieberhaften Erkrankung leiden oder sich in der Erholungsphase nach einer Krankheit befinden.

Risiken:
Der Impfstoff ist sehr gut vertrdglich. Nebenwirkungen der Schutzimpfung gegen Influenza (der
Grippeerreger) sind sehr selten. Folgende Reaktionen treten am Haufigsten auf:

e Lokale Reaktionen wie Rétung, Schwellung, Schmerzen, kleinflichige Hautblutungen und
Verhartungen.

s Allgemeine (systemische) Unvertrdglichkeiten: Fieber, Ubelkeit, Schiittelfrost, Mudigkeit,
Kopfschmerz, Schwitzen, Muskel- und Gelenkschmerzen, Schwellung der Lymphknoten.

Diese Reaktionen verschwinden gewshnlich nach 1-2 Tagen ohne Behandlung.

Die nachstehenden Reaktionen wurden selten beobachtet: Neuralgie (Nervenschmerz),
Parasthesie (Sensibilitdtsstorungen), Krampfe, vorlibergehende Thrombozytopenie (Verminderung
der Anzahl der Blutplattchen) mit vereinzelten Blutungen oder Hamatomen (Bluterglisse).

Allergische Reaktionen: Félle von Urtikaria (Nesselsucht), Pruritus (Juckreiz), erythematésem
Ausschlag und Dyspnoe, die in seltenen Félle bis zum Schock fUhren kénnen, wurden beobachtet.
Fr den Fall einer seltenen bedrohlichen allergischen Reaktion nach der Impfung stehen geeignete
Mittel zur Akutbehandlung bereit. Einen angemessene Uberwachung wir durchgefiihrt.

Es wurden Uber seltene neurologische Stérungen berichtet wie z.B. Enzephalomyelitis
(Entziindung von Gehim und Riickenmark), MNeuritis (Nervenentziindung) und Guillan-Barré-
Syndrom (aufsteigende Ldhmung).

Dieser Impfstoff kann gleichzeitig mit anderen Impfstoffen an unterschiedlichen Kérperstellen
verabreicht werden. Bei gleichzeitiger Verabreichung kann es mdéglicherweise verstérkt zu
Nebenwirkungen kommen.

Studienabbruch:

Sie haben jeder Zeit das Recht, Ihre Teilnahme an dieser Studie zu widerrufen. Dabei wird Ihnen
jederzeit die nétige Standardtherapie garantiert.

Die Studie wird ebenfalls abgebrochen, wenn bei Ihnen aufgrund der Impfung schwere
Krankheitserscheinungen auftreten (schwere allergische Reaktionen, schwere neurologische
Reaktionen).

Wird bei lhnen keine grofRe Operation durchgefiihrt, wird die Studie ebenfalls gestoppt.

Nutzen:

Sie kénnen erfahren, wie lhr Kérper auf eine Impfung gegen den Grippeerreger reagiert und ob
dies von Normalwerten abweicht. Den Nutzen fUr den operativen Eingriff und magliche
Komplikationen nach der Operation kénnen wir nicht vorhersagen, weil das Gegenstand der
Untersuchung ist.

Es besteht aber die Méglichkeit, Hinweise fur die Senkung der Infektionen nach einer Operation
bei Ihrer zugrunde liegenden Tumorkrankheit, die gut- und bésartig sein kann, zu gewinnen.

Datenschutz:

Durch Ihre Unterschrift auf der Einwilligungserklérung erklaren Sie sich damit einverstanden, dass
der Studienarzt und seine Mitarbeiter lhre personenbezogenen Daten zum Zweck der oben
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genannten Arzneimittelpriifung erheben und weiterverarbeiten darf. Personenbezogene Daten sind
z.B. |hr Geburtsdatum, Ihr Geschlecht, Ihre Rasse oder ethnische Zugehérigkeit, Daten zu lhrer
physischen und psychischen Gesundheit oder andere persénliche Daten, die wihrend Ihrer
Teilnahme an der Studie oder bei einer anderen Folgeuntersuchung erhoben wurden.

Der Studienarzt wird Ihre personenbezogenen Daten fur Zwecke der Verwaltung und
Durchfuhrung der Studie sowie fur Zwecke der Forschung und statistischen Auswertung
verwenden.

All I|hre persénlichen Daten, die sich beim Studienarzt befinden, kénnen jedoch von der
Zulassungsbehdrde, der unabhangigen Ethikkommission oder anderen Uberwachungsbehdrden
eingesehen werden. Zweck dieser Prifung ist sicherzustellen, dass die Studie ordnungsgeman
durchgeflihrt wird und/oder die Qualitdt |hrer studienbezogenen Daten gewahrleistet wird.

Im Fall, dass unerwiinschite Ereignisse aufgetreten sind, werden diese in pseudonymisierter Form
an die zusténdige Ethikkommission, die an der Studie beteiligten Studienérzte, an die zustandige
Bundesbehdrde sowie von dieser an die bei der Europdischen Arzneimittelagentur (EMEA)
geflhrten Européischen Datenbank zur Registrierung von Arzneimittelpriifung (EudraCT)
weitergegeben. Die zustindigen Bundesbehérden der Mitgliedsstaaten der Européischen Union
haben neben der Européischen Arzneimittelagentur und der Europaischen Kommission Zugriff auf
die in diese Datenbank eingegebenen Daten. Wenn Sie mit der Weitergabe nicht einverstanden
sein sollten, kénnen Sie an dieser Studie nicht teilnehmen.

Ihr Einverstandnis zur Verarbeitung lhrer studienbezogenen Daten ist zeitlich unbefristet und nicht
widerrufbar.

Im Falle des Widerrufs lhrer Einwilligung zur Studienteilnahme werden die bis dahin gespeicherten

Daten weiterhin verwendet werden durfen, soweit dies erforderlich ist, um

a) Wirkung des zu prifenden Arzneimittels festzustellen,

b) Sicherzustellen, dass Ihre schutzwirdigen Interessen nicht beeintrachtigt werden,

c) Der Plicht zur Vorlage vollstédndiger Zulassungsunterlagen der zusténdigen Bundesbehérde zu
genigen.

In diesem Fall haben die verantwortlichen Stellen zu priifen, inwieweit die gespeicherten Daten fiir
die vorgenannten Zwecke (a)-c)) noch erforderlich sein kénnen. Nicht mehr benétigte Daten
werden unverziglich geléscht.

Personenbezogene Daten werden nach gesetzlichen Aufbewahrungsfristen fir die Zeit von 10
Jahren gespeichert.

Sie haben das Recht auf Auskunft ber alle beim Studienarzt vorhandenen personenbezogenen
Daten Gber Sie. Sie haben auch Anrecht auf Korrektur eventueller Ungenauigkeiten in Ihren
personenbezogenen Daten. Wenn Sie eine Anfrage machen wollen, wenden Sie sich bitte an lhren
Studienarzt. Dieser wird lhnen die Informationen Uber lhre gespeicherten Daten zur Verfiigung
stellen. Die Adresse und Telefonnummer des Studienarztes finden Sie am Ende dieses
Formblattes.

Bitte beachten Sie, dass die Ergebnisse der Studie in der medizinischen Fachliteratur veréffentlicht
werden kénnen, wobei |hre |dentitat jedoch anonym bleibt.

Mit Ihrer Einwilligung stimmen Sie zugleich zu, dass |hr Hausarzt / |hre Hausarztin Uber die
Teilnahme an dieser Studie informiert wird.

Die Ihnen im Rahmen der oben genannten Studie entnommenen Blutproben werden ebenfalls

verschlisselt und in dieser Form an das Labor der Immunologie, Charité Campus Mitte, zur
dortigen Untersuchung zum Zweck der oben genannten Studie Ubermittelt.
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Versicherung:

Nach den Bestimmungen des Arzneimittelgesetzes (§40, 41 AMG) mul fir jeden Teilnehmer zum
Ausgleich eines Vermoégensschadens fir Gesundheitsschadigungen einer klinischen Priifung eine
Versicherung abgeschlossen werden. Deshalb besteht fur Sie Versicherungsschutz fur den Fall
einer Gesundheitsschadigung, die als Folge der Anwendung wvon Arzneimitteln oder won
Malnahmen an lhrem Kérper in Zusammenhang mit der Klinischen Priifung entstanden sind. Der
geplante operative Eingriff ist nicht Bestandteil des Versicherungsschutzes. Der
Versicherungsschutz bezieht sich ausschliellich auf die beschriebene Untersuchung. Um diesen
Versicherungsschutz nicht zu gefdhrden, sollten Sie die im Abschnitt ,Obliegenheiten des
Versicherten* der Allgemeinen Versicherungsbedingungen genannten Punkte beachten,
insbesondere folgende:

Wéhrend der Dauer der Studie dirfen Sie sich einer anderen &rztlichen Behandlung nur nach
Riicksprache mit dem Prufarzt unterziehen, Notfalle sind von dieser Regelung ausgenommen.
Eine Notfallbehandlung muss nachtréglich an den Priifarzt gemeldet werden.

Eine Gesundheitsschadigung, die als Folge der klinischen Prifung eingetreten sein kénnte,
mussen Sie dem Versicherer unverzlglich schriftlich anzeigen. Wenden Sie sich hierzu bitte direkt
an:

Versicherung: Gerling- Allgemeine Versicherungs-AG
Gerling-Konzern Kéln GmbH
Betriebsgesellschaft
Gereonshof 8
50597 Koln
Versicherungs-Schein Nr.

Der Versicherte hat alle zweckmaBigen Malnahmen zu treffen, die der Aufklérung der Ursache
und des Umfangs des eingetretenen Schadens und der Minderung dieses Schadens dient.

Freiwillige Teilnahme:

Ihre Teilnahme an der Untersuchung ist absolut freiwillig. Sie haben selbstverstandlich jederzeit
das Recht ohne Angaben von Griinden an dieser Untersuchung nicht teilzunehmen, ohne dass
hierdurch notwendige medizinische Mafnahmen beeintrachtigt werden. Gleiches gilt fur den
Abbruch der Studienteilnahme und den Widerruf der Einwilligung sowie bei einem Widerspruch
gegen die Weiterverarbeitung der Daten. Der Studienarzt / die Studiendrztin hat das
Entscheidungsrecht, den/die Versuchsteilnehmer/in aus Sicherheitsgriinden, Anderung der
MaRnahmen und andere medizinischen Griinden aus der Studie herauszunehmen.

Angebot einer weitergehenden Unterrichtung:
Sie haben jederzeit die Moglichkeit, dem Prifarzt weitergehende Fragen zu stellen, welche die
Studie betreffen, insbesondere auch Uber Risiken.

Fragen sind zu richten an:

Herrn Alawi Lutz

Klinik fur Anésthesiologie und operative Intensivmedizin
Campus Mitte und Campus Virchow Klinikum

Charité Universitatsmedizin Berlin

Augustenburger Platz 1, 13353 Berlin

Tel: 030 - 450 531 025

Fax: 030 - 450 551909

E-mail: alawi.luetz@charite.de
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Der/die Studienteilnehmer/in ist wahrend der Dauer der Studienteiinahme verpflichtet,
Anweisungen des/der Prifarztes/-drztin zu befolgen und diesen Uber Anderungen seines
gesundheitlichen Wohlbefindens unverziiglich zu unterrichten. Gleiches gilt fir eine ggf.
eingetretene Schwangerschaft, nicht studienbedingte &rztliche MaRnahmen und andere
Umsténde, die auf den Verlauf der klinischen Studie bzw. die Teilnahme an ihr Einfluss nehmen
kénnte.

Falls Sie keine weiteren Fragen haben und sich zur Teilnahme an dieser Studie entschlossen
haben, unterzeichnen Sie bitte die beiliegende Einwilligungserklarung und fugen Sie das Datum
Ihrer Einwilligung ein.

Vielen Dank fiir Ihre Teilnahme!
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E.3. Einwilligung zur Teilnahme

N :
&FIARITE

CharitéCentrum fiir Andsthesiologie, OP-Management und Intensivmedizin

P

Charib - Universitalsmedizin Barlin | 13344 Bedin Universitatsklinik fiir Andsth i
und operative Infensivmeadizin fa:;\

o)

Klinikdirektorin: 4

Univ.-Prof. Dr. C. Spies

Campus Virchow-Klinlkum
Augustenburger Platz 1
13353 Berlin

Tel. +48 30 450 551001/02
Fax: +49 30 450 551909

anaasthasie-virchow-klinikum@charite. de

Campus Charitéd Mitte
Charitéplatz 1

10117 Berlin

Tel. +48 30 450 531012/52
Fax: +49 30 450 531911
anaesth@eharite. do

httpifwww charite. defch/anaest/

Einwilligung zur Teilnahme
EudraCT-Nr.: 2004-004352-49

Kurztitel: ART V

Studientitel:

LEinflul der préoperativen Vakzinierung auf das Immunsystem und die postoperative
Infektionsrate."

Vertreter des Sponsors und Leiter der klinischen Priifung:

Prof. Dr. med. Claudia Spies

Patient: Name, Vorname Patienten-1D

CHARITE - UNIVERSITATSMEDIZIN BERLIN
Gliederkarperschaft der Freien Univarsitat Berin und Humboidi-Universit zu Berlin
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Bitte lesen Sie das Patienten-Informationsblatt und die Einwilligungserkldrung
sorgfiltig durch.
Bitte fragen Sie bei allen Unklarheiten oder wenn Sie weitere Informationen

wiinschen.

Ich bin durch den behandelnden Arzt mindlich und schriftlich tber Ziel, Dauer, Ablauf,
Rechte und Pflichten, sowie Nutzen, Risiken und Nebenwirkungen der klinischen Prifung
aufgeklart worden. Ich hatte ausreichend Gelegenheit Fragen zu stellen. Diese wurden mir
vom aufklarenden Arzt versténdlich beantwortet. AuBerdem habe ich Kopien der schriftlichen
Patienteninformation und der Patienteneinwilligung erhalten. Ich hatte geniigend Zeit, um
meine Entscheidung zur Teilnahme an dieser klinischen Prifung frei zu treffen.

Ich weilt, dass meine Teilnahme an der klinischen Prifung véllig freiwillig ist und dass ich
diese Einwilligung jederzeit und ohne Angabe von Grilnden widerrufen kann, ohne dass mir
daraus Nachteile fir meine weitere Behandlung entstehen. Sollte ich die klinische Priifung
wegen einer etwaigen Nebenwirkung der Studienmedikamente abbrechen, werde ich dies

dem behandelnden Arzt mitteilen.

Uber die  \ersicherungsobliegenheiten  einer  Patientenversicherung  geméB
Arzneimittelgesetz § 40 Absatz 3 wurde ich informiert.

Falls ich gegen eine von mir gem#R dem Versicherungsverirag zu erfullenden
Obliegenheiten vorsétzlich oder grob fahrldssig verstolRe, kann dies zum Verlust des
Versicherungsschutzes fuhren. Die Versicherungsbestatigung und -bedingungen wurden mir
vom Prifarzt ausgehandigt und ich habe sie verstanden.

Datenschutzerklarung

1. lch erkldre mich damit einverstanden, dass im Rahmen dieser kiinischen Prifung
erhobene Daten/Angaben (iber meine Gesundheit auf Fragebégen und elekironischen
Datenirégern aufgezeichnet und ohne Namensnennung (pseudonymisiert) weitergegeben
werden an die zusténdige Uberwachungsbehdrde, Bundesoberbehérde (Bundesinstitut
firArzneimittel und Medizinprodukte, Bonn), Ethikkommission und ausléndische Behdrden
und européische Datenbank zur Uberprifung der ordnungsgemdBen Durchfiihrung der
Studie, zur Bewertung von Studienergebnissen und unerwinschter Ereignisse oder zur

Beantragung der Zulassung.

2 AuBerdem erkldre ich mich damit einverstanden, dass ein autorisierte und zur
Verschwiegenheit verpflichteter Beauftragter der zustdndigen inlandischen und
ausldndischen  Uberwachungs- und  Zulassungsbehdrde in  meine  beim
Priifarztvorhandenen personenbezogenen Daten Einsicht nimmt, soweit dies fir die
Uberpriifung der Studie notwendig ist. Fir diese Malinahme entbinde ich den Priifarzt von
der érztlichen Schweigepfiicht.

3. Die Einwilligung zur Erhebung und Verarbeitung der Angaben iber meine Gesundheit ist
unwiderruflich. Ich bin bereits dariiber aufgekl&rt worden, dass ich jederzeit die Teilnahme
an der klinischen Priifung beenden kann. Im fall dieses Widerrufs werden die bis zu
diesem Zeitpunkt gespeicherten Daten ohne Namensnennung weiterhin verwendet, soweit

dies erforderlich ist, um

a. Wirkungen des zu prifenden Arzneimittels festzustellen,

b. sicherzustellen, dass schutzwiirdige Interessen der betroffenen Person nicht
beeintréchtigt werden,

c. der Pflicht zur Vorlage vollstandiger Zulassungsunterlagen zu gentigen.
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Darilber hinaus bin ich mit der Entnahme, Herausldsung, Verschlisselung, Untersuchung
sowie verschliisselten Lagerung meines im Rahmen dieser klinischen Studie entnommenen
Blutes fir den Zweck der Studie durch den/die Studienarzt/-drztin bzw. das Labor fiir
Immunologie, Charité Campus Mitte, einverstanden.

Ich erklére mich auch mit einer Information meines Hausarztes durch den/die Prufarzt/ Studienrztin
tiber meine Teilnahme an der o. g. Studie einverstanden.

Ich bin vom Arzt mindlich aufgeklért worden und habe die schriftliche Patienteninformation gelesen
und verstanden.

Ich willige in die Teilnahme an der Studie ein. Ich bin mit der Entnahme, dem Umfang sowie mit dem
Umgang der fur die Durchflhrung der klinischen Prifung benétigten Proben einverstanden.

Ort, Datum Unterschrift des Patienten

Der Patient wurde von mir Uber Ziel, Dauer, Ablauf, Nutzen, Risiken und Nebenwirkungen der
klinischen Prufung mondlich und schriftlich aufgeklart. Aufgetretene Fragen wurden von mir
versténdlich und ausreichend beantwortet. Der Patient hat ohne Zwang seine Einwilligung erteilt. Eine
Kopie der schriftlichen Patienteninformation und dieser Patienteneinwilligung habe ich dem Patienten

ausgehandigt.

Ort, Datum Unterschrift des Priifarztes
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F. Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version
meiner Arbeit nicht verdffentlicht.
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G. Publikationsverzeichnis

Teile der vorliegenden Arbeit wurden zur Publikation eingereicht unter dem Titel: ,Influ-
ence of preoperative vaccination on HLA-DR expression and postoperative infection rate of
patients with upper aerodigestive tract cancer” von A. Goldmann, M. Renius, C. Zachmann,
R. Kleinwéichter, C. von Haefen. K.D. Wernecke und C. Spies in Anesthesiology 2013.

Die Autorenschaft von Christin Zachmann begriindet sich auf folgenden Kriterien entspre-
chend den Uniform Requirements for Manuscripts submitted to biomedical journals des Inter-
national Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) [87]: Datenerhebung, Mitarbeit an

der biometrischen Auswertung der erhobenen Daten und Mitverfassung des Manuskripts.

64



H. Danksagung

Ich danke Frau Prof. Dr. med. C. Spies fiir die Uberlassung des Themas, fiir die Vorbereitung
aller Formalien zur Durchfithrung der Studie, fiir die kontinuierliche Begleitung, fiir die finale

Revision der Arbeit und fiir die Bereitstellung aller Unterstiitzung durch die Betreuer.

Herzlicher Dank gilt Anton Goldmann fiir die Betreuung, Unterstiitzung und fiir stindige
Begleitung meiner Arbeit. Seine Anregungen und kritischen Kommentare haben zum gu-
ten Gelingen beigetragen. Alawi Liitz danke ich herzlich fiir die Betreuung wihrend der

Studiendurchfiihrung und Datenerhebung.

Clarissa von Haefen, Birgit Brand und Daniela Bayerl danke ich fiir die freundliche Einar-
beitung und Unterstiitzung wéhrend der Arbeit im Labor sowie fiir die fachliche Hilfe bei

immunologischen Fragestellungen.

Prof. Dr. K.-D. Wernecke danke ich fiir die biometrische Bearbeitung und fiir die finale

Begutachtung meiner biometrischen Auswertungen.

Ganz liebevoller und herzlicher Dank gilt meiner Mitstreiterin und inzwischen lieben Freun-
din Birgit Riickershausen fiir das wirklich schéne Miteinander sowie fiir die Hilfe, Unterstiit-

zung und Motivation wihrend der gesamten Promotionsphase.

Nicht zu beziffernder Dank gilt meinen Eltern fiir die bedingungslose und liebevolle Unter-
stiitzung in allen Lebenslagen. Ohne sie wire weder mein Medizinstudium, noch das Gelingen

dieser Dissertation moglich gewesen.

Ich danke meinen Grofeltern ganz herzlich fiir die regelméafige geistige Anteilnahme an mei-
ner Arbeit und im Speziellen Herrn Dr. Siegfried Zachmann fiir das fleibige und gewissenhafte
Korrekturlesen. Familie Schreiber danke ich herzlich fiir die moralische und grofziigige ma-

terielle Férderung.

Malte, ohne Dich hétte ich es nicht geschafft. Tausend Dank.

65



|. Eidesstattliche Versicherung

Ich, Christin Zachmann, versichere an Eides statt durch meine eigenhéndige Unterschrift,
dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,Finfluss einer prioperativen Impfung
auf die monozytire HLA-DR-Expression bei Patienten mit einem Tumor des oberen Aero-
digestivtraktes” selbststindig 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 Vortragen anderer Au-
toren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe ,,Uniform Requirements for Ma-
nuscripts (URM)“ des International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) [siehe
www.icmje.org|) kenntlich gemacht. Die Abschnitte zu Methodik (insbesondere praktische
Arbeiten, Laborbestimmungen, statistische Aufarbeitung zur Vorbereitung der Analysen mit
dem Biometriker) und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabellen) ent-

sprechen den URM (s.0) und werden von mir verantwortet.

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen einer
unwahren eidesstattlichen Versicherung (§156,161 des Strafgesetzbuches) sind mir bekannt

und bewusst.

Datum: Unterschrift:
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