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1. Einleitung

1.1  Einleitung und Zielsetzung

Jahrlich werden weltweit mehr als eine halbe Million Tumoren im Kopf-Hals-
Bereich neu diagnostiziert. Die Behandlung in dieser anatomisch komplexen
und vital zentralen Lage bedeutet fir die Betroffenen, neben einem evtl.
entstellendem AuRerem nach operativer Behandlung, eine massive
Einschrankung im sprachlichen, respiratorischen und oralen Bereich
hinzunehmen. Diese Beeintrachtigungen bestehen oft lebenslang nach einer
Therapie und sind, wenn durch eine Radiotherapie bedingt, auf eine bleibende
Mucositis und Xerostomie zurickzufihren.

Neben den operativen Mdoglichkeiten umfassen die Therapieoptionen, die
Chemo- und Radiotherpapie bzw. unterschiedlichste Kombinationen aus
beiden.

Gerade im Bereich der Strahlentherapie wurden enorme Fortschritte erzielt, z.B.
durch hyperfraktionierte Bestrahlungen oder dreidimensionale CT-geflihrte
Bestrahlungsplanungen. Diese Optionen stehen alle unter dem Aspekt, durch
eine moglichst hohe Strahlendosis das maligne Gewebe zu verkleinern und
unter Aussparung von Normalgewebe einen Schutz der gesunden Zellen zu
erreichen. Dennoch liegen die hdchst strahlensensiblen Mundspeicheldriisen
mitunter im Bestrahlungsvolumen der HNO—-Patienten. Diese Patienten leiden
folglich oft unter den gravierenden Folgen einer Xerostomie, welche unter
Umstanden, selbst eine Nahrungsaufnahme erheblich erschweren kann.

Um die genannten Nachteile zu verhindern und eine noch effektivere Protektion
der gesunden Umgebung dieser sensiblen Organe zu erzielen, gewinnt die

Verwendung radioprotektiver Substanzen zunehmend an Bedeutung.

Einer der wichtigsten Vertreter dieser Substanzklasse ist das Amifostin (WR-

2721, Ethyol®), ein phosphorylierter Aminothioalkohol (S-2[3-



aminopropylamino]-ethyl-thiophosphorsaure (Spencer et al., 1995; Culy et al.
2001).

Amifostin wurde in einem geheimen Forschungsprojekt der US-Armee in den
spaten 50er Jahren am Walter Reed (daher die Bezeichnung WR) Army
Institute of Research zum Schutz der Soldaten in einem Nuklearkrieg
entwickelt. Von den uber 4400 untersuchten Substanzen wies es das hdchste
radio-/zytoprotektive und sicherste klinische Profil auf (Capizzi, 1999 a, Grdina
et al, 2000; Davidson et al., 1980). In zahlreichen kontrollierten préklinischen
Studien an Mausen, Hunden und Affen konnte eine effektive chemo- und
radioprotektive Wirkung nachgewiesen werden (Spencer et al.,, 1995). In
weiteren klinischen Studien konnte dariber hinaus eine Uberzeugende
supportive Wirksamkeit festgestellt werden. Diese erstreckt sich bisher vor
allem auf eine Nephro-, Hamato-, Neuro- und Xerostomieprotektion. Vor allem
in der Patientengruppe mit radiotherapeutisch behandelten Kopf-Hals-Tumoren
konnte in einer umfassenden Studie eine signifikante Reduktion der
chronischen Xerostomie und eine wesentlich bessere Lebensqualitat der
Betroffenen festgestellt werden (Wassermann et al., 2000).

Wesentliche Anforderungen an eine solche Substanz sind, eine einfache
klinische Handhabung, optimale Patientensicherheit und breites protektives
Spektrum. Die mdgliche Gefahr einer gleichzeitigen Tumorprotektion besteht
bisherigen Studien zufolge in keinem einzigem klinischen Fall (Koukourakis,
2003).

Seit 1995 ist die Substanz in Deutschland und den Vereinigten Staaten fir eine
Nephro-, Hamato-, Neuro- und Xerostomieprotektion in intraventser Applikation
zugelassen. Bei dem Praparat besteht seit 1999 auch eine Zulassung fir die
Behandlung und Pravention einer Xerostomie.

In den bisherigen klinischen Untersuchungen bezlglich einer intraventsen
Applikation kommt es haufig zu einer Hypotension, einer Nausea, einer Emesis
oder einer allergischen Reaktion. Dies erfordert einen intensiven Betreuungs-
und Uberwachungsaufwand bei einer intravendsen Applikation.

Im Interesse einer einfacheren Behandlung bei gleichbleibend oder sogar

erhohter protektiver Wirkung und Vertraglichkeit, wurde in der vorliegenden



Studie daher ein alternativer Applikationsweg beschritten. Dabei wurde einer
subkutanen Behandlungsgruppe von Patienten mit HNO-Tumoren eine
intravendsen Kontrollgruppe gegenibergestellt und Daten zur Pharmakokinetik
erhoben.

Die protektive Wirkung von Amifostin wird hauptséachlich durch die
Bioverfugbarkeit seines aktiven Metaboliten WR-1065 vermittelt (Spencer et al.,
1995). Daher ist es von besonderer Bedeutung, inwiefern sich ein alternativer
Applikationsweg auf dessen Bioverfugbarkeit auswirkt. Bisher existierten aber
keine Daten zur Klinischen Pharmakokinetik bei einer subkutanen
Behandlungsroute. Daher sollte, neben dem klinschen Outcome (vor allem der
fur HNO-Patienten limitierenden Xerostomie) und der Vertraglichkeit, erstmals
umfangreiche pharmakokinetische Daten zu einer subkutanen Applikation
erhoben werden.

Dazu wurde das pharmakokinetische Profil einer subkutanen Gabe von
Amifostin - dem pharmakokinetischen Profil einer intravenésen Gabe
gegenibergestellt. Dies wurde an insgesamt 9 Patienten mit lokoregionar
fortgeschrittenem  Kopf-Hals-Tumor, welche mit einer postoperativen
Radiotherapie behandelt wurden, untersucht.

Des weiteren wurde das Toxizitdts- und Nebenwirkungsprofil bei der
Behandlung mit Amifostin sowie das Auftreten einer Xerostomie, einer
Mukositis (= Grad 2 bwz. < Grad 2) und weiterer strahlungsinduzierter
klinischer Nebenwirkungen ermittelt. Die Einteilung fir die Akut- bzw.
Spéttoxizitdt der Radiotherapie erfolgte gemald den Kriterien nach CTC und
RTOG (Seegenschmiedt et al., 1998 a, b).

1.2 Die Studiensubstanz Amifostin

Bei der Studiensubstanz Amifostin (WR-2721) handelt es sich um einen
phosphorylierten Aminothioalkohol mit der chemischen Bezeichnung S-2[3-
aminopropylamino]-ethyl-thiophosphorsaure. Es wird als Zytoprotektivum
eingesetzt, wobei diese Wirkung durch die Metaboliten vermittelt wird. Die



Substanz funktioniert somit im Sinne einer Prodrug (Culy et al., 2001; Spencer
et al., 1995).

1.2.1 Pharmakodynamische Eigenschaften

AmifOStin Alkal. Phosphatase WR 1065
H,N-(CH,); -NH{CH,), -5-PO;H, ——* H,N-(CH,); -NH{CH,),-5-H

Disulfide

WR33278 + Gemischte Disulfide

H,N-(CH,);-NH-CH,),~S-S-R
[HoN~{); -NH{CH,), -S],

Abbildung 1: Metabolismus von Amifostin

In der Abbildung 1 ist die Umwandlung von Amifostin in den aktiven Metaboliten
WR-1065 (freies Thiol) dargestellt. Dies geschieht durch die zellmembran-
gebundenen oder freien kapillaren alkalischen Phosphatasen (Calabro-Jones et
al., 1985, 1988; Smoluk et al., 1988). Da die Aktivitat der alkalischen
Phosphatase in den gesunden Zellen wesentlich héher ist als in den malignen
Zellen, die Gefal3versorgung regelmafdig besser funktioniert und der pH-Wert
der gesunden Zellen im hoéheren Bereich liegt, wird die Aufnahme von WR-1065
in die gesunden, tumorfreien Zellen begunstigt (Yang et al., 1995).

Amifostin wird nicht von der sauren Phophatase dephosphoryliert, so dass der
oft in Tumorzellen vorherrschende saure pH-Wert eine Aufnahme behindert.

Diese gewebsabhéngige Biotransformation ist somit fur die raschere



Anreicherung in gesunden Zellen verantwortlich. In den Tumorzellen existiert
nur ein marginaler Transport durch eine passive Diffusion.

Untersuchungen an Tieren haben ergeben, dass die Konzentration von
Amifostin und seiner Metaboliten in den gesunden Zellen das 100-fache der
Konzentration in Tumorzellen erreichen kann. Dabei kommt es vor allem zu
einer hohen Anreicherung in der Speicheldrise, im Knochenmark, in der Niere,
im Herz aber auch in der Haut, im Lebergewebe und in der Dinndarmschleim-
haut (Capizzi 1999 b).

Sobald der aktive Metabolit (WR-1065) in die Zelle aufgenommen wurde,
schitzt es die Zelle vor Schaden die durch eine Chemo- und Radiotherapie
verursacht werden. Der Schutz erfolgt durch das Abfangen freier Radikale, die
Abgabe von Wasserstoffionen an die freien Radikale, die Sauerstoffdepletion
und die direkte Bindung an zytotoxische Substanzen und deren Inaktivierung
(DeNeve et al., 1988; Treskes et al., 1992 a, 1993). Durch diesen Vorgang
werden im Vorfeld Schaden an der DNA verhindert und im Nachhinein eine
Reparatur begunstigt (Capizzi 1999 b).

Jungere Untersuchungen haben dartber hinaus noch weitere protektive Effekte
von Amifostin auf zellularer Ebene gezeigt. Diese bestehen aus einer Inhibition
der Apoptose, einer unterschiedlichen Genexpression sowie einer Modifikation
von Enzymaktivitaten (Culy et al., 2001).

In weiteren préaklinischen Studien konnte Amifostin eine protektive Wirkung auf
eine Vielzahl unterschiedlicher Gewebe und Organen zeigen. Dies wurde vor
allem bei der Verwendung von alkylierenden und platinhaltigen Substanzen,
Anthrazyklinen, Taxanen sowie bei der Bestrahlung festgestellt. Diese protek-
tive Wirkung erstreckt sich lberwiegend auf die durch alkylierende und
platinhaltige Verbindungen hervorgerufene Hamato- und Nephrotoxizitat.

In diesen Studien fuhrte das Amifostin zu keiner Abschwachung der antitumo-
ralen Wirksamkeit der Radio- oder Chemotherapie. In einigen Studien wurde
sogar eine Verstarkung der antitumoralen Wirkung festgestellt. Neueren
Untersuchungen zufolge konnte Amifostin, neben seiner protektiven Wirkung,

auch einen trophischen Effekt auf die gesunden Vorlauferzellen des



menschlichen hamatopoetischen Systems haben. Aul3erdem zeigte sich, dass
das Amifostin vor den durch eine Chemo- oder Radiotherapie induzierten

sekundaren Tumoren schitzen konnte.

1.2.2 Pharmakokinetische Eigenschaften

Amifostin wird nach intravenéser Verabreichung verhaltnisméaRig schnell aus
dem Plasma eliminiert (Verteilungs-Halbwertzeit ti2« von = 0,8 Minuten,
Eliminations-Halbwertzeit von ti2g = 8 Minuten, Shaw et al., 1986; 1988). Diese
schnelle Elimination lasst sich im Wesentlichen durch die rasche Umwandlung
in den aktiven Metaboliten WR-1065 erklaren. WR-1065 wird ebenfalls ziigig
aus dem Plasma entfernt (ti2a von = 11 Minuten). Dies ist vermutlich auf die
schnelle Aufnahme in die Zellen und der anschlieBenden Umwandlung in die
Disulfid-Metaboliten zurtickzufuhren.

Nach erfolgter Infusion von Amifostin wurde in Tierexperimenten bereits
innerhalb von 5 bis 15 Minuten Gewebe-Spitzenkonzentrationen von WR-1065
erreicht.

Dabei ist eine unterschiedliche Verteilung von Amifostin und von WR-1065 in
den verschiedenen Korperzellen festzustellen. Die héchste Konzentration fand
sich dabei in den Zellen der Niere, der Speicheldriisen, der DUnndarmmucosa,
der Leber und der Lunge. Eine betrachtlich geringere Konzentration konnte in
den Gehirn- und Skelettmuskelzellen festgestellt werden (Spencer et al., 1995).
Bei Messungen der Konzentrationen von Amifostin und seiner Metaboliten im
Urin, wurden nur sehr geringe Konzentrationen festgestellt. Bei 10 Patienten,
denen wahrend einer 15-mindtigen Infusion 740 mg/m? Amifostin verabreicht
wurden, traten im Urin durchschnittich 1,05%, 1,38% und 4,2% der
Amifostingesamtdosis als Amifostin, WR-1065 und WR-33278 auf (siehe
Abbildung 1). Ahnliche Werte von Amifostin und seiner Metaboliten (< 3 % der
verabreichten Dosis) wurden im Urin von 6 Patienten gefunden die eine
Bolusgabe von 150 mg/m? Amifostin erhalten hatten (Shaw et al., 1986, 1988).



In einigen praklinischen und klinischen Untersuchungen gibt es dartber hinaus
Hinweise auf eine nicht-lineare Kinetik von Amifostin, vereinbar mit einem einer

Sattigung unterliegenden Metabolismus (Culy et al.,2001).

1.2.3 Aktueller therapeutischer Einsatz von Amifostin

Es ist seit langem anerkannt, dass Amifostin zytoprotektive Wirkung bei der
chemo- und radiotherapeutischen Behandlung von Patienten entfaltet.

Neuere Studien geben Hinweise auf ein noch breiteres Einsatzgebiet. Dieses
umfasst die Stimulation hamatopoetischer Stammzellen, die Behandlung bei
Patienten mit myelodysplastischen Syndrom sowie den Einsatz als Adjuvans
bei autologen Knochenmarktransplantationen.

In den meisten klinischen Studien wurde Amifostin in Einmaldosen von 740
mg/m2 oder 910 mg/m2 (vor einer Chemotherapie) bzw. < 500 mg/m2 (vor einer
Radiotherapie) als intravenése Kurzinfusion verabreicht.

Klinisch wird Amifostin derzeit vor allem beim Ovarialkarzinom zur Reduktion
des Infektionsrisikos durch eine Neutropenie (verursacht durch eine Kombinati-
onstherapie mit Cyclophosphamid und Cisplatin) eingesetzt.

Ein weiteres Einsatzgebiet ist die Protektion vor der kumulativen Nephrotoxizitat
bei fortgeschrittenen soliden Tumoren (verursacht durch die cisplatinhaltigen
Therapieschemata).

AulRerdem wird Amifostin im Rahmen der fraktionierten Strahlentherapie bei
Kopf-Hals-Tumoren zum Schutz vor der akuten und chronischen Xerostomie

eingesetzt.

Einen kurzen Uberblick (iber das potenzielle Zellschutzspektrum von Amifostin
bei einer Chemo- und/oder Strahlentherapie gibt die folgende Tabelle 1
(Hartmann et al., 1998):



Tabelle 1:  Potenziell zytoprotektives Spektrum von Amifostin nach Hartmann

Organ / Art der Toxizitat Akut kumulativ
Knochenmark gesichert gesichert
Niere wahrscheinlich gesichert
Schleimhéaute gesichert wahrscheinlich
Nerven wahrscheinlich wahrscheinlich
Herzmuskel maoglich maoglich

1.2.4 Klinische Begleiterscheinungen und Vertraglichkeit von Amifostin

Bei Einhaltung der empfohlenen Therapieschemata besteht allgemein eine gute
Vertraglichkeit von Amifostin. Die zu beobachtenden unerwiinschten Ereignisse
sind in der Regel reversibel und therapeutisch beherrschbar.

H&aufigste Erscheinungen sind Nausea und Emesis am Behandlungstag selbst
und ein vorribergehender Abfall des systolischen Blutdrucks wahrend der
Infusion. Dieser Abfall verlauft in der Regel asymptomatisch, betragt meist
zwischen 20 und 50 mmHg und normalisiert sich in den meisten Féllen inner-
halb von 5 bis 10 Minuten nach Infusionsende. Ubelkeit und Erbrechen treten
plotzlich, wahrend oder unmittelbar nach Infusionsende auf und sind von leich-
ter bis mittlerer Intensitat. Beides lasst sich aber durch die Gabe von Antieme-
tika wie beispielsweise Dexamethason und Seretonin-5-HT3-Rezeptorantago-
nisten mildern.

Weitere unerwinschte Folgewirkungen wie Niesen, Schlafrigkeit, Benommen-
heit, Gesichtsrotung, Schluckauf, seltene allergische Reaktionen und Schittel-
frost sind beschrieben (Glover et al., 1988; Capizzi et al., 1994; Spencer et
al.,1995).



1.2.5 Uberblick zur subkutanen Applikation von Amifostin

Die bisher beschriebenen pharmakokinetischen Daten zu Amifostin beruhen
Uberwiegend auf der intraventsen Kurzinfusion. In der vorliegenden Studie
wurde Amifostin subkutan verabreicht und einer intraventsen Kontrollgruppe

gegenibergestellt (genaue Beschreibung siehe Kapitel 2).

In einer Crossover-Studie (Shaw et al., 1997) wurde bei 12 gesunden
Probanden (18 bis 34 Jahre) sowohl eine konventionelle intravendse Infusion
von 200 mg/m2 tber 7,5 Minuten als auch eine absolute Menge von 500 mg
subkutan verabreicht. Die subkutane Injektion wurde auf 2 gleiche Mengen
aufgeteilt und in flissiger Form unter die Bauchdecke gespritzt.

Bei der pharmakokinetischen Untersuchung ergab sich eine AUC des aktiven
Metaboliten WR-1065 von 67% bei der subkutanen Route gegenuUber der
Intravendsen bei einem vergleichsweise flacheren Verlauf der Konzentrations-
Zeit-Kurve.

Als Nebenwirkung wurde bei der intravendsen Applikation bei der Halfte der
Probanden (ber eine Ubelkeit berichtet, bei der subkutanen Applikation
hingegen nur in einem Fall. Daruber hinaus wurden keine weiteren
Nebenwirkungen beobachtet und auf eine prophylaktische Gabe von

Antiemetika verzichtet.

In einer weiteren Studie zu den Nebenwirkungen von Amifostin beziglich der
subkutanen Applikation (Mitromaras et al., 2001), wurde 15 Patienten (unter
Chemotherapie) mit soliden Tumoren 500 mg Amifostin absolut zu zwei
gleichen Teilen in beide Schultern verabreicht. Die Applikation erfolgte 30
Minuten vor der Chemotherapie in sitzender Position. 4 von 15 Patienten
berichteten Uber leichte Schmerzen an der Injektionsstelle. Bei einem Patienten
kam es zu einem generalisierten Erythem, welches aber auf die Gabe von
Kortikosteroiden ansprach. Es wurden keine weiteren Nebenwirkungen, auch

keine Hypotension oder Ubelkeit, beobachtet.



Eine umfangreiche randomisierte Phase-Il Studie untersuchte an 140 Patienten
mit soliden Tumoren, die sich einer fraktionierten Strahlentherapie unterzogen,
die subkutane Applikation von 500 mg Amifostin absolut (Koukourakis et al.,
2000). Amifostin wurde den Patienten nach einer Verabreichung von oralen
Anitemetika als Einmalgabe vor jeder Radiotherapie entweder in die Schulter
oder in die Bauchhaut injiziert. Diese Behandlung wurde einer ausschlief3lich
radiotherapeutisch behandelten Gruppe gegenubergestellt.

Von 85% der Patienten wurde die subkutane Applikation gut vertragen. In 5%
der Félle wurde die Amifostintherapie aufgrund der zunehmenden Schwache
und in 10% der Falle aufgrund einer allergischen Reaktion unterbrochen. Eine
Hypotension wurde in keinem der Félle beobachtet, wohingegen uber eine
Ubelkeit haufig berichtet wurde.

Im Ergebnis kam es zu einer signifikanten Reduktion von Mukositis im
pharyngealen, oesophagealen und rektalen Bereich in der Amifostingruppe.
Demgegenidber kam es in der Gruppe ohne Amifostinapplikation zu einer
signifikanten Verzégerung der radiotherapeutischen Behandlung aufgrund einer
Mukositis Grad 3 CTC.

1.3 Theoretische Grundlagen der HNO-Tumoren
1.3.1 Definition

Unter Tumoren im HNO-Bereich versteht man Neoplasien im Bereich des

Gesichtsschéadels, der Rhino- und Otobasis, der Mundhdhle, des Larynx, des

Pharynx und des Osophagus.
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1.3.2 Inzidenz und Mortalitat

Die Inzidenz und Verteilung der Kopf-Hals-Tumoren variiert geographisch in
Abhangigkeit von kulturellen Unterschieden und der Verteilung von
Risikofaktoren. Jahrlich werden weltweit tber 500000 neue Féalle diagnostiziert.
Vor allem in Landern wie Indien, Brasilien, Sidostasien und anderen
Entwicklungslandern liegt die Inzidenzrate bei 35% aller malignen Tumoren
(Sankaranarayanan, R.,et al. 1998). Auch in den Industrielandern hat die
Inzidenz der Karzinome des oberen Aerodigestiviraktes in den letzten
Jahrzehnten standig zugenommen und betragt hier etwa 5% aller malignen
Tumoren (Spitz, 1994). Dabei rangieren die Kopf-Hals-Tumoren weltweit an
sechster Stelle (Ganly, et al., 2000).

Bei den Kopf-Hals-Tumoren ist die héufigste Lokalisation bei den méannlichen
Patienten das Larynxmalignom, bei den weiblichen Patienten das
Oropharynxmalignom (Schlesinger-Raab et al., 2003). 90% aller Neoplasien im
Kopf-Hals-Bereich sind Plattenepithelkarzinome unterschiedlicher histologischer
Differenzierung wobei sich initial rotliche oder leukoplakische Lasionen der
Schleimhautoberflache finden (Siegenthaler et al., 1987).

Akutellen Daten aus dem Jahr 1998 in Deutschland zufolge, liegt die
altersstandardisierte Inzidenz fur Kopf-Hals-Tumore bei 24,5/100000 fir die
mannliche Bevolkerung. Dies entspricht einem Anteil von 6,3% aller jahrlichen
Krebsneuerkrankungen. Damit befindet sich diese Tumorart in Deutschland an
vierter Stelle mit dem Harnblasenkarzinom, hinter dem Prostata-, dem Lungen
und dem kolorektalen Karzinom.

Die Mortalitat lag bei den Mannern bei einem Anteil von knapp 5% der
Gesamtmortalitat aller Tumoren.

Hingegen betrug die Inzidenzrate fur Frauen im Jahr 1998 2,1%. Die Mortalitat
lag bei 1,3% der Gesamtmortalitat aller Tumoren.

Im Jahr 1998 verstarben allein in Deutschland insgesamt 6806 Menschen an
einem Malignom des Kopf-Hals- Bereiches, wobei das Verhaltnis von Mannern
zu Frauen 3,8 zu 1 betrug (Schlesinger-Raab et al., 2003).
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1.3.3 Risikofaktoren

Fur die Entstehung von Kopf-Hals-Tumoren sind, neben der genetischen
Veranlagung, Umwelteinflisse von groBer Bedeutung. Die wichtigsten
Risikofaktoren sind dabei der Tabak- und Alkoholkonsum, Infektionen mit dem
humanen Papillomaviren (HPV) oder dem Epstein-Barr Virus (EBV) (Ogura et
al., 1999; Hausen, 1980).

90% der Patienten mit Kopf-Halstumoren sind Zigarettenraucher, 75% nehmen
regelmanig Alkohol zu sich, wobei Alkohol lediglich als kokarzinogen bewertet
wird und von dem Nikotin die potentiell karzinogene Wirkung ausgeht (Delank,
1995; Maier et al., 1994).

Das Krebsrisiko steigt beim Alkoholkonsum im Sinne einer Dosis-Wirkungs-
Beziehung an, wobei der Haufigkeit des Alkoholzufuhrs scheinbar eine grol3ere
Rolle zukommt als der Art des Alkohols (Chen et al., 2000).

Die meisten Patienten sind also starke Raucher, alkoholkrank und haben
haufig dartber hinaus eine aullerordentlich schlechte Mundhygiene
(Metelmann, 1998). Dabei fuhren eine schlechte Mundhygiene und ein
Alkoholabusus bei insuffizient saniertem Gebiss regelmal3ig zu einer
Pramorbiditat der Mundschleimhaut im Sinne einer chronischen Entziindung
(Reichart, 1991). Besonders gefahrdet fur eine Erkrankung sind Manner tber
40 Jahren. Inzwischen lasst sich aber auch eine zunehmende Inzidenz fur

Frauen feststellen.

1.4  Einteilung und Prognose der HNO-Tumoren
1.4.1 TNM-Klassifikation

Das TNM-System zur Klassifikation maligner Tumoren wurde von Pierre Denoix
in den Jahren 1943 bis 1952 in Frankreich entwickelt (Hoffmann et al. 2002;
Deviri et al., 1982). Es beruht auf der Klassifikation des Primartumors (T), der
regionaren Lymphknoten (N) wund der Fernmetastasen (M) unter

Bertcksichtigung der folgenden Kriterien:
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- (T): Primartumorausdehnung bzw. Infiltration benachbarter Strukturen
- (N): Lage, Anzahl und GroRRe der befallenen Lymphknoten der
regiondren Lymphabflussgebiete

- (M): Prasenz von Fernmetastasen

Es wird unterschieden zwischen praoperativer Einteilung (klinisch; cTNM) und
postoperativer Einteilung (histopathologisch; pTNM).

Eine generelle Einteilung der Tumoren erfolgt anhand des TNM-Atlas der Union
internationale contre le cancer (UICC, 1985). Diese Einteilung ist fur jede
Tumoentitat im HNO-Bereich sehr spezifisch und kann daher hier nur im

Uberblick dargestellt werden.

Bei der Tumorgrol3e ist T1 mit einem Durchmesser von bis zu 2 cm definiert,
T2 bedeutet 2 bis 4 cm maximale Ausdehnung, T3 entspricht einer Tumorgrol3e
von Uber 4 cm und T4 infiltriert bereits Knochen, Muskeln bzw. andere

Nachbarstrukturen.

Der Lymphknotenstatus NO bedeutet, dass kein Lymphknotenbefall besteht.
Der Status N1 ist definiert als ipsilateraler solitar infiltrierter Lymphknoten unter
3 cm Durchmesser. Der Status N2 wird unterteilt in N2a, N2b und N2c. Dabei
entspricht der Status N2a einer Lymphknotenmetastase ipsilateral mit einem
Durchmesser von uber 3 bis 6 cm. Der Status N2b bedeutet multiple infiltrierte
ipsilaterale Lymphknoten mit einem Durchmesser kleiner als 6 cm und N2c wird

gleichgesetzt mit mehreren bilateralen bzw. kontralateralen Metastasen.
Der Fernmetastasenstatus MO bedeutet den Ausschluf? von Fermetastasen.
Der Status Mx bedeutet, dass keine Fermetastasen diagnostiziert wurden und

der Status M1 bedeutet ein Vorhandensein von Fernmetastasen.

Die klinischen Stadien nach UICC gehen direkt aus der TNM-Klassifikation
hervor. Eine Einteilung erfolgt in die Stadien 0 bis IV nach UICC:
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- Stadium 0 ist als Carcinoma in situ definiert

- Stadium | als TINOMO

- Stadium Il als T2NOMO

- Stadium Ill als T1-3N1MO

- Stadium IV sind alle T4, alle M1 sowie alle N2 bzw. N3-Tumoren

1.4.2 R-Klassifikation

Die klinische R-Klassifikation beriicksichtigt die lokoregionare Situation, den
Primatumor (PT) und regiondre Lymphablussgebiete sowie auch evtl.
Fernmetastasen. Sie ist vor allem zum Verstandnis der chirurgischen Resektion
von Bedeutung.

- RO liegt vor, wenn der PT (mit oder ohne regiondre Lymphabflussgebiete
und etwaige Fernmetastasen) nach makroskopischer Beurteilung durch
den Operateur komplett im Gesunden entfernt wurde und die
Resektionsflachen des PT mikroskopisch tumorfrei sind.

- R1 liegt vor, wenn im Unterschied zu RO mikroskopische Tumorgewebe
an den Resektionsflachen erkennbar sind.

- R2a liegt vor, wenn der PT makroskopisch nicht / oder wahrscheinlich
nicht entfernt wurde, dies jedoch mikroskopisch nicht verifiziert ist.

- R2b liegt vor, wenn im Unterschied zu R2a eine mikroskopische

Verifizierung des makroskopisch sichtbaren Residualtumors vorliegt.
1.4.3 Heilungsaussichten und 5-Jahres-Uberlebensrate
Trotz der Fortschritte in den chirurgischen Resektionsverfahren, der
Entwicklung neuer chemotherapeutischer Wirkstoffe und der Einfihrung

verbesserter radiotherapeutischer Protokolle ist die Uberlebensrate bei HNO-

Tumoren in den letzen 30 Jahren nicht signifikant gestiegen.
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Die Heilungsaussichten nach Langzeituntersuchungen von in den 70er Jahren
diagnostizierten Falle lagen fur Manner bei 35% und fur Frauen bei 50%. Eine
Stabilisierung der Uberlebensraten lieR sich erst nach ca. 10 Jahren nach

Diagnosestellung verzeichnen (Stenbeck, 1995).

Die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit fir Patienten mit HNO-Tumoren
wird entsprechend den klinischen Stadien angegeben.

Im Stadium | wird eine rezidivfreie 5-Jahres-Uberlebensrate von fast 90 % der
Patienten erreicht.

Im Stadium Il erreichen die Patienten eine entsprechende Rate von 78%.

Fur Patienten im Stadium Il wird eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 60% ange-
geben.

Im Stadium IV wird noch eine rezidivfreie 5-Jahres-Uberlebensrate von 31% der
Patienten erreicht (Waldfahrer et al., 1999).

1.5 Diagnostische Malinahmen

Die diagnostischen MalRnahmen erfolgen um eine genaue Stadieneinteilung der
Erkrankung zu definieren. Entsprechend diesen Stadien wird eine gezielte
Therapieform eingeleitet. Da die einzelnen Méglichkeiten der Diagnostik fur die
Karzinome des oberen Aerodigestivtraktes zum Teil sehr spezifisch sind, wird
im Folgenden nur ein allgemeiner Uberblick dargestellt.

Zu den diagnostischen MalRnahmen zahlen folgende Untersuchungen:

- Lokaler Untersuchungsstatus

- Palpation des Primartumors und des Halses

- Sonographie des Halses

- Spiegeluntersuchung oder Panendoskopie (zum Ausschluss eines
synchronen Zweittumors)

- Biopsie (evtl. Exzisionsbiopsie) mit histologischer Begutachtung
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- ROntgen Thorax

- Interdisziplinare Untersuchung (Tumorstaging)

- Teilweise Exfoliativzytologie

- Computertomographie/Magnetresonanztomographie

- In Einzelféllen zusétzlich:
Positonenemissionstomographie/Osophagusendosonographie/Mikro-

larnyoskopie/Lupenlaryngoskopie/Skelettszintigraphie/EBV-Titer

1.6  Aktuelle Therapiemodalitaten
1.6.1 Uberblick

In der klinischen Praxis wird die Behandlung stadiengerecht durchgefiihrt und

die klinische Einteilung erfolgt wie in Kapitel 1.3.1 beschrieben.

Die Stadien I/ll nach UICC werden auch als frihe Stadien bezeichnet und
machen ca. 30% aller Félle aus (Vokes, 1992). Es handelt sich um Kkleine
friherkannte Karzinome ohne Beteiligung der regionéren Lymphknoten.

Es besteht sowohl die chirurgische als auch die radiotherapeutische
Behandlungsoption. Unabhéngig von der Wahl der Therapie werden je nach
Lage der Lokalisation des Primartumors eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 60
bis > 90% erzielt (Stupp, 1995; Fietkau, 1992).

Als lokal fortgeschritten werden die Stadien Ill und IV ohne das Vorhandensein
von Fernmetastasen bezeichnet. In diesem Stadium befinden sich mit ca. 60%
die meisten Patienten mit der Primardiagnose eines grof3en Primartumors oder
Halslymphknotenmetastasierung (Vokes, 1993). In diesen Stadien kénnen
durch alleinige Strahlentherapie oder Chirurgie nur Heilungsraten von 20 bis
30% erzielt werden(Stupp, 1995a).

Im Stadium IV mit dem Vorhandensein von Fernmetastasen befinden sich bei

Erstdiagnose zwischen 10 bis 25 % der Patienten (Clark, 1988; Merino, 1977,

Stupp, 1994). In diesen Féllen, sowie beim Auftreten von Rezidiven, hat die
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Therapie lediglich einen palliativen Charakter. Das Vorhandensein von
Fernmetastasen wird derzeit hufig mit einer Chemotherapie behandelt.

Sowohl bei Lokalrezidiven als auch bei Fernmetastasen zeigen nur ca. 35% der
Patienten ein Ansprechen auf Therapie, welches mit 6 bis 9 Monaten nur von

kurzer Dauer ist (Forastiere, 1994).

Dieses schlechte Ansprechen auf die bisherigen Therapieoptionen konzentriert
das Interesse vermehrt auf die Weiter- bzw. Neuentwicklung von alternativen
Therapieformen. Darunter sind vor allem die Gentherapie, die Antikorper-
basierte Therapie, die photodynamische Therapie und die Entwicklung von
supportiven Mallnahmen zu nennen. Derartige Behandlungen kénnen unter
potentieller Aussparung des gesunden Gewebes den Tumor spezifisch
bekampfen. Bisher erfolgt aber kein routinemafliger Einsatz dieser Therapien in
der klinischen Praxis.

Im Folgendem werden die einzelnen aktuellen Therapieformen im Bereich der
Chirurgie, der Radio- und Chemotherapie sowie Einblicke in neue Behand-
lungsverfahren dargestellt.

1.6.2 Chirurgie

Die Chirurgie der malignen Kopf-Hals-Tumoren hat einen bedeutenden
Stellenwert.

Das Hauptziel der chirurgische BehandlungsmalRnahmen, bei der kurativ
intendierten Tumorchirurgie, besteht im Versuch einer radikalen Entfernung des
Primartumors unter Einhaltung eines Sicherheitsabstandes sowie einer
intraoperativen Schnellschnittbeurteilung der Resektionsgrenzen (RO-Resek-
tion). Vor allem bei dem haufig vorkommenden Plattenepithelkarzinom ist sie
der bedeutendste prognostische Faktor (Wennerberg, 1996).

Es stehen dabei unterschiedliche Techniken (Skalpell, Laser, elektrisches
Messer), sowie verschiedene Zugangswege zur Tumorregion zur Verfigung.

Haufig wird die Operation des Primértumors von einer Ausraumung
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verschiedener Lymphknotengruppen begleitet. Die Lymphknotenausraumung
kann als selektive Lymphknotenexstirpation, als supra- (omo-) hyoidale
Lymphknotenausraumung oder als Neck dissection (funktionell modifiziert oder
klassisch radikal) durchgefuhrt werden. Dabei hangt die Entscheidung der Art
der Lymphknotenausrdumung insbesondere von der Lokalisation, der Grol3e

und vom Infiltrationsgrad des Primartumors ab.

Die operative Behandlung von Rezidiven gestaltet sich, v.a. bei bereits
bestrahlten Patienten, meist schwieriger. Fir radikalchirurgische Eingriffe muss,
angesichts der ungunstigen Prognose von Rezidivtumoren, zwischen den
funktionellen und den plastischen Kriterien abgewogen werden.

Bei Vorliegen von inoperablen Tumoren und ausgedehnten Rezidiven gestaltet
sich das chirurgische Vorgehen lediglich im Sinne eines Palliativeingriffes zur
Verbesserung der Lebensqualitat des Patienten.

1.6.3 Radiotherapie

Die adjuvante Radiotherapie und die primdre Radiotherapie stellen wichtige
Saulen in der Behandlung der malignen Kopf-Hals-Tumoren dar.

Liegt im malignen Gewebe eine Strahlensensibiltat vor, kann prinzipiell eine
gezielte Tumorzellvernichtung unter gré3tméglicher Schonung des gesunden
Gewebes erzielt werden.

In vielen Fallen gelingt es eine Devitalisierung der Tumorzellen mit
Verkleinerung des Tumors und Verhinderung der Ausbreitung von bereits in die
Lymphbahnen abgesiedelten Tumorzellen zu erreichen.

In manchen Fallen erfolgt dennoch ein weiteres Tumorwachstum oder es
kommt zu einer Entwicklung von Lymphknotenmetastasen im Halsbereich.

Eine lokale Tumorremission von ungefahr 70% kann bei Bestrahlungsdosen
grof3er als 60 Gy erzielt werden.

Trotz umfangreicher MalRnahmen zur Prévention von Strahlenreaktionen
beinhaltet eine Strahlentherapie die Gefahr von akuten und chronischen

Toxizitaten. Dazu gehodren insbesondere die Mukositis (Bensadoun et al.,
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2001), die Xerostomie und das Auftreten von Schluckbeschwerden. Neben der
Induktion eines Zweittumors ist die schwerwiegendste Spatkomplikation der
Radiotherapie, die Osteoradionekrose. Jede der genannten Therapiefolgen
kann zu einer massiven Beeintrachtigung der Lebensqualitat der betroffenen

Patienten fuhren.

1.6.4 Chemotherapie

Eine Heilung durch eine ausschliel3liche Verwendung von Chemotherapeutika
ist derzeit nicht moglich. Bisher erfolgt der alleinige Einsatz der Chemotherapie
lediglich in palliativen Situationen. Ebenso kommt sie zur Verwendung bei
Patienten mit Metastasen oder lokoregionaren Rezidiven, bei denen keine
weiteren radiotherapeutischen oder chirurgischen Interventionen mehr moglich
sind. Sie dient hier der Lebenszeitverlangerung und der Verbesserung der

Lebensqualitét.

Ein neoadjuvanter Einsatz der Chemotherapie dient einerseits dem Ziel der
Tumorreduktion (Verbesserung der Vorraussetzung fur eine radikale Operation)
sowie andererseits einer eventuell bereits abgelaufenen Mikrometastasierung

entgegenzuwirken.

Eine kurative Therapieintention hat die Chemotherapie nur in Kombination mit
der Strahlentherapie im Rahmen multimodaler Therapiekonzepte bei
lokoregionar fortgeschrittenen Tumoren (Stadium I1I/1V, MO0), welche allein
chirurgisch und/oder strahlentherapeutisch nicht bzw. nur unter Inkaufnahme

verstimmelnder Malinahmen heilbar ware (Laak et al., 1998).

Bei malignen Tumoren im Kopf-Hals-Bereich haben sich folgende Substanzen
als chemotherapeutisch wirksam erwiesen: Cisplatin, Carboplatin, 5-Fluor-
ouracil, Methotrexat, Cyclophosphamid, Ifosfamid, Vincaalcaloide, Docetaxel

und Paclitaxel.
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Grundsatzlich ist eine systemische, eine intratumorale oder eine intraarterielle
Chemotherapeutikagabe moglich.

Die systemische Chemotherapie kann mit einer Einzelsubstanz (z.B. Cisplatin
oder Methotrexat) oder als kombinierte Chemotherapie erfolgen. Die
Kombinations-Chemotherapie (z.B. Cisplatin/Carboplatin und 5-Flourouracil)
steigert dabei die Gesamtansprechrate auf 30-40% (Vokes et al.,, 1996)
gegenuber einer Ansprechrate der Einzelsubstanzen von 10-30% (Jacobs et
al., 1992).

Die Chemotherapeutika der neueren Generation (Docetaxel und Paclitaxel)
haben eine hohe Aktivitat bei Kopf-Hals-Malignomen und zeigen Ansprechraten

von bis zu 40% (Forastiere et al., 1998).

Ein Uberlebenszeitvorteil konnte leider bisher weder durch die Einfiihrung neuer
Chemotherapeutika noch durch unterschiedliche Kombinationsformen erzielt
werden (Forastiere, 1994; Vermoken, 1998). Dagegen ist ein signifikanter
Einfluss der Chemotherapeutika auf die Fernmetastasierungsrate feststellbar
(Laramore, 1992).

1.6.5 Radiochemotherapie

Durch die unbefriedigenden Ergebnisse der alleinigen Radiotherapie bei
inoperablen lokoregiondren HNO-Tumoren wurde die Radiochemotherapie
eingefuhrt.

Im Rahmen der Radiochemotherapie ist grundsatzlich eine sequenzielle oder
simultane Arbeitsweise mdglich. Dabei erfolgt der Einsatz von Radio- und
Chemotherapie abwechselnd oder parallel. Im Vergleich zur alleinigen,
konventionell fraktionierten Radiotherapie, als auch zur sequenziellen
Radiochemotherapie, werden bei der simultanen Radiochemotherapie
signifikant hohere Raten an lokoregionarer Tumorfreiheit erzielt. Einen
Uberlebensvorteil zeigt derzeit aber einzig die simultane Radiochemotherapie
(Myers et al., 1998).
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Die hauptsachlich eingesetzten Substanzen einer hochdosierten simultanen
Radiochemotherapie sind das 5-Flourouracil, Carbo-/Cisplatin, Mitomycine und

die Taxane.

Vor allem bei radioresistenten Tumorzellsubtypen wie z.B. Zellen mit niedrigem
pH-Wert, hypoxischen Zellen oder Zellen in der radioresistenten S-Phase kann
ein zusatzlicher Einsatz der Chemotherapie wirkungsvoller sein. Die kombi-
nierte Therapie kann die Zellen wahrend ihrer radiosensitiven Phase
synchronisieren oder aufhalten, ein erneutes Zellwachstum zwischen den
einzelnen Fraktionen und die Reparatur von strahleninduzierten DNA-Schéaden
verhindern (Lamont et al., 2001).

Durch den simultanen Einsatz beider Therapieoptionen kann bei Tumoren in
fortgeschrittenen Stadien auch auf eine Operation ganz verzichtet werden bzw.
ein geringeres Operationsausmald und somit ein Organerhalt erreicht werden
(Laak et al. 1998).

1.6.6 Experimentelle Therapieoptionen

1.6.6.1 Gentherapie

Die Gentherapie kénnte potentiell, durch die direkte Tumorinjektion fur die
Behandlung von lokoregiondren Rezidiven, durch eine systemische Therapie
fur die Behandlung von Fernmetastasen und durch eine Injektion in die
Resektionsgrenzen, von Vorteil sein.

Nachteilhaft ist allerdings die Notwendigkeit einer direkten Tumorinjektion und
die durch das Immunsystem vermittelte Elimination der notwendigen viralen

Vektoren zur Gentransduktion (Ganly et al, 2000 b).
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1.6.6.2 Photodynamische Therapie

In der photodynamische Therapie wird durch die selektive Aufnahme eines
lichtsensitiven Medikamentes in die Tumorzellen und anschlie3ender Laserlicht-
applikation eine photochemische Reaktion mit dem Ziel der Tumorzell-
destruktion ausgel6st (Davis, 1995). Der am haufigsten verwendete Photosen-

sibilisierer ist das Hamatoporphyrinderivat Photoferin Il (Guus et al., 1997).

1.6.6.3 Antikorpertherapie

Fur die antikdrperbasierte Therapie werden in der Literatur Uber 30
verschiedene monoklonale Antikoper, die gegen Plattenepithelkarzinome des
Kopf-Hals-Bereiches gerichtet sind, erwéhnt (Guus et al., 1997). Dabei werden,
durch eine Kopplung antitumoréser Substanzen an monoklonale Antikorper,

aul3erst tumorzellspezifische Praparate geschaffen (Wessels et al., 1989).

Diese neuen Therapieformen befinden sich zwar noch in der Entwicklung, zum
Teil aber mit ermutigenden Ergebnissen. Bisher konnte sich allerdings noch

keine dieser Therapieoptionen im onkologischen Alltag etablieren.
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2. Material und Methoden

2.1  Studiendesign

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine offene Phase I/lI-Studie.
Es wurden 9 Patienten ausgewertet deren Behandlung zwischen Marz 2000
und Juli 2001 stattfand. Der Aufbau erfolgte in erster Linie nach explorativen

und deskriptiven Gesichtspunkten.

2.2  Rechtliche und ethische Rahmenbedingungen

Die klinische Prufung erfolgte nach den Deklarationen von Helsinki (revidierte
Fassung von 1996 Somerset West/Sudafrika). Das erforderliche Ethikvotum
wurde vor Beginn der Studie von der zustandigen Kommission eingeholt.

Vor dem Eintritt in die Studie wurden alle Patienten Uber den Hintergrund und
den aktuellen wissenschaftlichen Stand der in der Studie verwendeten
Substanz aufgeklart. AuRerdem wurden lhnen Ansprechpersonen fir auf-
tretende Fragen bezlglich der Prifsubstanz, substanzbedingter Neben-
wirkungen oder des generellen Studienablaufs genannt. Vor Eintritt in die
Studie musste eine schriftliche Einverstandniserklarung vom aufklarenden Arzt
und dem Patienten unterzeichnet und abgegeben werden. Fir alle Patienten
wurde eine Probandenversicherung abgeschlossen.

Der Studienleiter verflugte Uber die im Arzneimittelgesetz (AMG) geforderte
mindestens zweijahrige Erfahrung in der klinischen Prifung von Arzneimitteln.
Alle in dieser Studie verwendeten Medikamente waren gesetzlich zugelassen.
Die Studie wurde auf freiwilliger Basis den zustdndigen regionalen
Aufsichtsbehdrden sowie an das Bundesinstitut fur Arzneimittel und
Medizinprodukte gemeldet.

Es bestand die Méglichkeit eines Monitoring nach den Forderungen des ,,Good
Clinical Practice® (GCP), sowie die in diesem Rahmen geforderten

Qualitatssicherungsmalinahmen/Audits.
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Ein vorzeitiger Abbruch der Studie war nur aus medizinischen, ethischen oder
arzneimittelrechtlichen Grinden bzw. bei unzureichender Patientenrekrutierung

maoglich.

2.3  Studienablauf
2.3.1 Durchfiihrung der Behandlung
2.3.1.1 Strahlentherapie

Alle Patienten wurden postoperativ mit einer fraktionierten Strahlentherapie im
Bereich der Primartumorregion und der beidseitigen zervikalen
Lymphabflussgebieten behandelt.

Dabei wurde eine Einzeldosis von 2,0 Gy verwendet. Die Patienten wurden an
5 Tagen der Woche bestrahlt und die Behandlung bis zum Erreichen der
entsprechenden Gesamtdosis zwischen 50 bis 64 Gy fortgefuhrt. Daraus ergab
sich eine Gesamtbehandlungsdauer zwischen 5 % bis 6 % Wochen,
vorrausgesetzt, es musste aufgrund von Nebenwirkungen der Radiotherapie
keine Bestrahlungspause eingelegt werden. Die Behandlung erfolgte reguléar
dem Therapieregime fur Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren.

2.3.1.2 Supportiv-Therapie mit Amifostin

Amifostin (Ethyol®) wird in Deutschland von der Fa. Essex Pharma GmbH in
Minchen vertrieben. Es handelt sich um eine Durchstechflasche mit 500 mg
Pulver aus 500 mg Amifostin.

Das Amifostin wurde mit 2,5 ml einer isotonen Kochsalzldsung gel6ést und auf
jeweils 2 Spritzen mit 1,25 ml verteilt. Die Applikation erfolgte taglich. Zwischen
dem Applikationszeitpunkt und der Radiatio durften hdchstens 30 - 45 Minuten
liegen. Die Injektion erfolgte subkutan an zwei Stellen unter der Bauchhaut.
Diese wurden taglich gewechselt.

Bei den Patienten mit der intravendsen Applikation wurden 500 mg Amifostin
absolut auf 100 ml isotoner Kochsalzlosung geldst und als Kurzinfusion tber 5

bis 10 Minuten verabreicht.
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Ab dem Zeitpunkt der Applikation wurde der Blutdruck tberwacht und auf das
Auftreten von Symptomen einer Hypokalzamie geachtet.
AulRerdem wurden die Blut- und Urinabnahmen sowie die pharmakokinetischen

Untersuchungen entsprechend dem Protokoll im Kapitel 2.5 ausgefuhrt.

2.3.13 Begleitmedikation und Begleitmalinahmen

Um den Blutdruckabféllen unter einer intravendsen Infusion von Amifostin zu
begegnen, wurde vor Beginn der Therapie auf einen ausreichenden
Hydratationszustand der Probanden geachtet.

Um das ausgepragte emetogene Potential von Amifostin zu beherrschen, war
die Verabreichung von 5-HTs Antagonisten, Metoclopramid-HCL bzw.
Glucokortikoiden zulassig.

Weitere im Zusammenhang mit der Studie verabreichte Medikamente und
MaflRnahmen wurden dokumentiert. Die Gabe von Zytostatika, Zytokinen,
Wachstumsfaktoren, Hormonen, immunmodulatorischen sowie sonstigen
experimentellen Substanzen war wéhrend des Behandlungszeitraumes nicht
zulassig.

Alle Patienten erhielten die zentrumsubliche Standardbehandlung zur Haut- und
Schleimhautpflege.

2.3.1.4 Probengewinnung und Probenverarbeitung

Um geeignete Proben fir den Nachweis von Amifostin, von WR-1065 und von
den Disulfiden zu erhalten (siehe Abbildung 1), wurde den beiden
Patientengruppen (s.c., i.v.) in einem festgelegten Schema (siehe Kapitel 2.5.2)
vendses Blut aus einer peripheren Vene entnommen (2,7 ml EDTA Behalter).
AulRerdem wurden Aliquots von Urinfraktionen in einem festgelegten Schema
(siehe Kapitel 2.5.2) in 12 ml Monovetten gefulit.

Die Entnahmen erfolgten an den Tagen 1, 4 und 5 der ersten Behandlungs-

woche sowie an weiteren Tagen wahrend der gesamten Behandlungsdauer.
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Fur die pharmakokinetischen Untersuchungen wurden insgesamt 12 Blutproben
zwischen 0 min (Anfang der Infusion bzw der s.c. Applikation) und bis zu 360
min spater entnommen. AnschlieBend wurden diese Proben bei 4T fur die
Dauer von 10 min bei 2000 x g zentrifugiert. Zu einer Fraktion von 800 pl des
gewonnenen  zellfreien  Plasmaiberstandes wurden 20 ul TCA
(Trichloressigsaure 80%) hinzugefugt und bei -20C gelagert. Ein zweites
Aliquot von ebenfalls 800 pl zellfreiem Plasma wurde ohne Zugabe von TCA bis
zur Bestimmung der (gemischten) Disulfide, bei —20°C gelagert.

Das aufgetaute (2-3 min Handwarme), saure und deproteinisierte Plasma
wurde bei 4 fur 10 min mit 20000 x g zentrifugiert. AnschlieRend wurde, fur
die sofortige quantitative Messung von WR-1065, die Menge von 250 pl durch
eine Membran (0,45 pm) direkt in das Porbeninjektionsgefal3 gefiltert
(Filterplatte GHP AcroPrep, Waters Alliance Filtration System, Waters GmbH
Eschborn).

Die Analyse von Amifostin erfolgte nach Umwandlung zu WR-1065 aus der
deproteinisierten Plasmaprobe. Dazu wurde die Probe bei 42T (mindestens 8
h) Uber Nacht inkubiert und anschlieRend nach oben beschriebener Prozedur
weiterverarbeitet.

Die aufgetauten (2-3 h, Raumtemperatur) Disulfide wurden mittels Zugabe von
20 pl DTT (50mmol Dithiothreitol der Fa. Serva) zu WR-1065 reduziert (15 min,
Raumtemperatur), danach mittels TCA deproteinisiert und wie oben
beschrieben weiterverarbeitet. Die anschlieRende Analyse erfolgte mittels eines

Volumens von 200 pl.

Fur die quantitativen Messungen von Amifostin, von WR-1065 und von den
Disulfiden wurde die im Folgenden beschriebene RP-HPLC Methode
verwendet. (System und Messungen Dr. R. A. Hilger, Abteilung Innere Klinik

und Tumorforschung, Universitatsklinikum Essen):
= RP-HPLC System bestehend aus Probengeber und Pumpsystem: Waters

Alliance 2690 Separation Module
= 2 phasiges Fliel3mittelsystem mit einer Flussgeschwindigkeit von 1ml/min
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- 82% wassrige Phase (20mM Di-Kaliumhydrogenphosphat der Fa. Merck,
5mM Oktylsulfat der Fa. Fluka, 1mM Tetrabutylammoniumhydrogensulfat
der Fa. Sigma)

- 18% organische Phase (Acetonitril der Fa. Baker HPLC Grade)

- pH der wassrigen Phase auf 3,0 eingestellt mittels H3POa4

= Saule: Vorsaule 20 x 3,9 mm, Sdule Symmetrie 250 x 4,6 mm gefullt mit C18
Ketten symmetrischer Porengrof3e (5um) ; Fa. Waters GmbH Eschborn
» Detektor: Amor elektrochemischer Detektor bestehend aus einer Pt-

Arbeitselektrode und einer Ag/AgCl Gegenelektrode bei einer Spannung von

+1,00 V (Elektrochemischer Detektor AMOR Fa. Antec, Leiden Niederlande)

= Software: Waters Millennium Chromatography Manager

= Pharmakokinetische Analyse (PK) erfolgte mit Kinetica 2000 (InnaPhase Sarl,
Champs-sur Marne, Frankreich)

= Das Minimum der Detektion lag bei 10ng/ml WR-1065

2.3.15 Verwendete Materialien

Die folgende Aufzéahlung stellt das Gesamtverzeichnis der verwendeten
Materialien, Gerate und sowie Anzahl der gewonnenen Proben pro Patient dar:

- 2,7 ml EDTA Behalter

- 12 ml Urinmonovette

- TCA (Trichloressigsédure 80% der Fa. Merck)

- Eppendorfcaps

- Amifostin als 500 mg Trockensubstanz (S-2[3-aminopropylamino]-ethyol-
thiophosphorsaure der Fa. Essex)

- RP-HPLC System bestehend aus Autosampler und Pumpsystem
(detaillierte Beschreibung siehe oben)

- 0,9 % NacCl

- Dopamin D2-Rezeptorantagonist: Vergentan® (Antiemetikum)

- 5-HT3-Rezeptorantagonist: Granisetron Kevatril® (Antiemetikum)

- Glucocorticoide: (Fortecortin®)
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- Blutdruckmanschette und Stethoskop
- 9 Patienten insgesamt

Folgende Proben wurden in der subkutanen Behandlungsgruppe gewonnen:

= S. H. (s.c.) 95 Serumproben, 1 Urinprobe, 79 Blutdruckmessun-
gen

= W. E. (s.c.) 83 Serumproben, 5 Urinproben, 60 Blutdruckmessun-
gen

= W. B. (s.c.) 150 Serumproben, 54 Urinproben, 148 Blutdruckmes-
sungen

= N. H. (s.c.) 107 Serumproben, 1 Urinprobe, 46 Blutdruckmessun-
gen

= M. J. (s.c.) 13 Serumproben, 0 Urinproben, 13 Blutdruckmessun-

gen

Folgende Proben wurden in der intravendsen Behandlungsgruppe gewon-

nen:

= S. E. (i.v.) 111 Serumproben, 5 Urinproben, 83 Blutdruckmessun-
gen

= T. V. (i.v.) 73 Serumproben, 6 Urinproben, 56 Blutdruckmessun-
gen

= B. W. (i.v.) 55 Serumroben, 1 Urinprobe , 46 Blutdruckmessungen

=2 M. W. (i.v.) 139 Serumproben, 10 Urinproben, 123 Blutdruckmes-

sungen
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2.4 Kriterien der Patientenselektion
2.4.1 Einschlusskriterien

Vorraussetzung fur die Teilnahme an der Studie war, dass bei den Patienten
ein histologisch nachgewiesenes Plattenepitelkarzinom des Epi-, Oro-, Hypo-
pharynx oder der Mundhdhle festgestellt wurde. Die Glandula parotis musste
beidseits vollstdndig im RT- Volumen liegen und mit einer Gesamtstrahlendosis
von mindestens 45 Gy behandelt werden. Die Patienten sollten mindestens 18
Jahre alt sein und eine geschatzte Lebenserwartung von mindestens 6
Monaten aufweisen. Bei den weiblichen Patienten war auf3erdem ein negativer
Schwangerschaftstest und eine ausreichende Kontrazeption im gebarfahigen
Alter zu beachten. Die Patienten mussten dem Performance-Status gemaR
ECOG/WHO < 2 oder einem Karnofsky-Index von mindestens 70% entprechen.
Die Indikation zur Strahlentherapie ergab sich nach Operationen mit RO-, R1-
oder R2-Resektion bzw. bei primér inoperablen Patienten.

Es musste bei den Patienten eine ausreichende renale Funktion entsprechend
einem Serumkreatinin unter 1,5 mg/dl bzw. eine Kreatinin-Clearance von
mindestens 60ml/min vorhanden sein. Bezuglich der hepatischen Funktion war
ein Serum-Bilirubin von unter 2,0 mg/dl Vorraussetzung.

Ein weiteres Kriterium zur Studienteilnahme war die Information des Patienten
Uber die Studie und dessen schriftliche Einwilligung zur Teilnahme gemal3 den
MalRgaben des Arzneimittelgesetzes sowie der Ethikkommission. Mit
einbezogen werden musste auch die zu erwartende Compliance des Patienten

wahrend der Therapie und im Follow-up.

2.4.2 Ausschlusskriterien

Nicht zur Studienteilnahme zugelassen wurden Patienten, bei denen schon eine
Vorbehandlung mit einer Strahlentherapie, mit Zytostatika oder mit Zytokinen
erfolgt war. Ebenfalls nicht teilnehmen durften Patienten mit schwerwiegenden
internistischen Begleiterkrankungen, Schwangere und Stillende sowie Patienten
mit einer arteriellen Hypertonie oder Hypotonie bzw. Patienten bei denen schon
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Fernmetastasen bestanden. Ausgeschlossen wurden dariber hinaus Patienten,
bei denen eine andere, gleichzeitig bestehende Erkrankung oder Situation
bestand, die nach dem Urteil des behandelnden Arztes, den Patienten bei Stu-
dienteilnahme einem zusétzlichen Risiko aussetzen wirde oder mit den

Studienzielen interferiert.

2.4.3 Abbruchkriterien

Patienten mussten aus der Studie ausscheiden, wenn es wahrend der
Behandlung zu einer Tumorprogression (nach mindestens 50 Gy) kam oder
wenn Fernmetastasen auftraten. Auch eine nicht akzeptable Toxizitat, eine
medizinisch erzwungene Therapieverschiebung um mehr als 2 Wochen und
eine Verschlechterung des Allgemeinzustandes des Patienten Uber den WHO
Grad 2 fuhrten zum Abbruch der Studienteilnahme.

Weitere Abbruchkriterien waren eine Weigerung des Patienten zur weiteren
Teilnahme, ein Kontaktverlust und der Tod.

Trotz der genannten Abbruchkriterien war es nach den Regeln der “Good
Clinical Pratice Research Practice” erforderlich, alle randomisierten Patienten
mit in die Analyse einzubeziehen, auch wenn deren Behandlung nicht
protokollgerecht durchgefuhrt werden konnte. Es war deshalb unumganglich,
auch bei Protokollverletzung, die Patienten moglichst umfassend weiter zu

dokumentieren.

2.5 Klinische und pharmakokinetische Dokumentation
2.5.1 Klinische Dokumentation
251.1 Basisdokumentation bei Aufnahme

Im Rahmen der Anamnese wurden, neben den Vor- und Begleiterkrankungen
des Patienten, auch das Alter, die Gro3e, das Geschlecht, das Gewicht und die
Kdrperoberflache erfasst. Zudem wurden der Alkohol- und Nikotinabusus

erfasst Aul3erdem wurde eine Kklinische Untersuchung mit Beurteilung des
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Allgemeinzustandes nach den Kriterien der WHO/ECOG und mit Erfassung der
Krankheitssymptome sowie des funktionellen Status durchgefthrt.

Das vorhandene Tumorstadium wurde je nach Indikation mit folgenden Mitteln
erfasst. Palpation, Panendoskopie und ggfs. Fotodokumentation, Hals-
sonographie, Abdomensongraphie, Rontgen (Thorax), Computertomographie
des Priméartumors und der Lymphabflusswege, Operationsbefund, Histologie.
Zur Erfassung der hamatologischen Parameter wurden die Werte fiir die Leuko-
zyten, die Thrombozyten sowie das Hamoglobin bestimmt. Fir die Bestimmung
der Werte der klinischen Chemie wurden Kreatinin, SGOT, SGPT, Bilirubin,
Natrium, Kalium, Calcium, Chlorid und Magnesium erfasst.
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25.1.2 Verlaufsdokumentation und Follow-up

Die Verlaufsdokumentation, das Therapieende sowie das Follow-up wurden

entsprechend der folgenden Ubersicht erfasst.

Tabelle 2:  Dokumentationsbogen zur Erfassung des Patientenstatus mit dem

Therapiebeginn beginnend

Auf- Therapiephase Thera- Follow-
nahme pieende up
(Uber 2
Jahre)
Untersuchung vor Tag 1 jeder Tag 5 jeder alle 3
Beginn* Woche Woche Monate
Anamnese +
Hat. Untersuchung + + +
Tumor, -ansprechen + + +
Funktionelle Stérungen + + +
Bildgeb. Verfahren & Rk e R
Blutbild + + +
Klinische Chemie + + +
Korpergewicht + + + +
Allgemeinzustand + + + +
Symptome /Toxizitat (akut, + +
CTQ)
Symptome /Toxizitat + + +
(chron., RTOG)
sonst. UE** + + +
Pharmakokinetik gemal Tabelle 2

* Wenn zwischen Aufnahmeuntersuchung und Therapiebeginn (Tag 1) mehr
als 7 Abstand Tage lagen, waren die Untersuchungen (mit Ausnahme der

allgemeinen- und Tumoranamnese) erneut durchzufihren
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** Unerwinschte Ereignisse

*** Soweit indiziert; Follow-up in Anlehnung an Ausgangsbefunde

2.5.2 Pharmakokinetische Dokumentation

Die pharmakokinetische Dokumentation wurde anhand nachfolgendender

Tabelle durchgefuhrt.

Tabelle 3: Pharmakokinetische und RR-Verlaufsdokumentation
Plasma Urinfraktion RR-Verlauf

Soll- Ist-Zeit Soll-Zeit/ Ist-Zeit/ Fraktions-

Zeit/Minuten |/Minuten Minuten Minuten nummer

0 0 1

Max (5 Min) Max (5 Min) 2

10 10 3

15 15 4

20 20 5

30 30

40 40

50 50

60 60

90 90

120 120

180 180

240 240

300 300

360 360

Der Zeitpunkt 0 Minuten markiert den Ausgangspunkt vor Amifostingabe. Der

Zeitpunkt Max entspricht der Blutabnahme bei Beendigung der Infusion.
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2.6  Beschreibung der Patienten
2.6.1 Patienten der Gruppe 1 (= subkutane Applikation von Amifostin)
2.6.1.1 Beschreibung der Patientin Nr. 1

Die Patientin Nr. 1 tragt die Initialen W. B. und war zum Zeitpunkt der Studien-
teiinahme 70 Jahre alt. Bei der Aufnahmeuntersuchung betrug ihr Korper-
gewicht 47 kg und die KorpergrofRe 147 cm.

Bei ihr wurde ein Alveolarfortsatzcarcinom links Regio 34-38
(computertomographisch T2-3, N2, nicht mittellinientberschreitend, Infiltration
in den basalen Zungenkdrper nicht auszuschlieBen, submandibular und
jugodigastrisch je ein Lymphknoten von 1,5 cm mit der Histologie eines
mittelhoch ausdifferenziertes verhornendes Plattenepithelkarzinom im Stadium
pT1 pN1 MO) diagnostiziert.

An Nebendiagnosen wurden bei der Patientin eine 2-Gefa3-KHK und ein
Zustand nach Myokardinfarkt (1996) festgestellt.

Eine supraomohyoidale Lymphknotenausrdumung rechts sowie eine Tumor-
resektion, eine Unterkieferteilresektion und eine Neckdissection links wurden im
Januar 2000 durchgefuhrt. Die Thorax- und Szintigraphieaufnahmen waren
unauffallig.

Die Patientin Nr. 1 wurde fur die Dauer von 45 Tagen radiotherapeutisch
behandelt (06.03.2000 bis 19.04.2000). Sie wurde dabei mit einer Einzeldosis
von 2 Gy an 5 Tagen der Woche bis zum Erreichen der Gesamtdosis von 64 Gy
bestrahlt.

Ihr wurden an 32 Bestrahlungstagen je 500 mg Amifostin subkutan injiziert.
Dabei konnten insgesamt 150 Blut- und 54 Urinproben gewonnen und 148
Blutdruckmessungen durchgefiihrt werden.
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2.6.1.2 Beschreibung des Patienten Nr. 2

Der Patient Nr. 2 tragt die Initialen M. J. und war zum Zeitpunkt der
Studienteilnahme 51 Jahre alt. Bei der Aufnahmeuntersuchung betrug sein
Kdrpergewicht 51 kg und die Korpergrof3e 176 cm.

Bei ihm wurde ein supraglottisches Larynxcarzinoms links ventrolateral sowie
ein rechtsseitiges Hypopharynxcarcinom im Januar 2000 diagnostiziert. Ein
Staging ergab keinen Hinweis auf eine Fernmetastasierung (Stadium pT2 pN2b
MO, G2, L1, RO).

Als Nebendiagnose wurde bei dem Patienten ein Zustand nach Hepatitis im
Jugendalter festgestellt.

Im Februar wurden eine supraglottische Kehlkopfteilresektion, eine Pharynx-
teilresektion, eine funktionelle Neckdissection beidseits und eine Tracheotomie
durchgefuhrt.

Der Patient Nr. 2 wurde fur die Dauer von 50 Tagen radiotherapeutisch
behandelt (15.03.2000 bis 03.05.2000, aulRerplanmaflige Bestrahlungspausen
an 4 Tagen: 07.04., 21.04., 24.04., 01.05.). Er wurde dabei mit einer
Einzeldosis von 2 Gy an 5 Tagen der Woche bis zum Erreichen der
Gesamtdosis von 64 Gy bestrahilt.

Ihm wurden an 2 Bestrahlungstagen je 500 mg Amifostin subkutan injiziert.
Dabei konnten insgesamt 13 Blutproben aber keine Urinprobe gewonnen sowie

13 Blutdruckmessungen durchgefthrt werden.

2.6.1.3 Beschreibung des Patienten Nr. 3

Der Patient Nr. 3 tragt die Initialen N. H. und war zum Zeitpunkt der
Studienteilnahme 70 Jahre alt. Bei der Aufnahmeuntersuchung betrug sein
Kdrpergewicht 57,3 kg und die Kérpergréf3e 169 cm.
Bei ihm wurde ein glottisches Larynxcarcinom rechts im Januar 2000
diagnostiziert festgestellt (Stadium pT3 pNO MO(C2).
Als Nebendiagnose wurde bei dem Patienten eine arterielle Hypertonie

festgestellt.
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Es erfolgte eine Laryngektomie und eine selektive Neckdissection Level Il bis 1l
beidseits

Der Patient Nr. 3 wurde fur die Dauer von 52 Tagen radiotherapeutisch
behandelt (27.03.2000 bis 17.05.2000, auRRerplanmallige Bestrahlungspausen
an 6 Tagen: 07.04., 21.04., 24.04., 01.05., 08.05., 09.05.). Er wurde dabei mit
einer Einzeldosis von 2 Gy an 5 Tagen der Woche bis zum Erreichen der
Gesamtdosis von 64 Gy bestrahilt.

Ihm wurden an 35 Bestrahlungstagen je 500 mg Amifostin subkutan injiziert.
Dabei konnten insgesamt 107 Blut- und 6 Urinproben gewonnen sowie 100
Blutdruckmessungen durchgefiihrt werden.

2.6.1.4 Beschreibung des Patienten Nr. 4

Der Patient Nr. 4 tragt die Initialen S. H. und war zum Zeitpunkt der
Studienteilnahme 66 Jahre alt. Bei der Aufnahmeuntersuchung lag das
Kdrpergewicht bei 75,2 kg und die Korpergrol3e betrug 178 cm.

Bei Ihm wurde im April 2000 ein Oropharynxcarcinom an der rechten Wange in
der Tonsillenloge diagnostiziert (Stadium pT4 pN1 (1/61) C2 M0 G2).

Es wurden keine Nebendiagnosen festgestellt.

Es erfolgte eine Parotidektomie rechts mit Tumorresektion, eine Defektdeckung
mit einem gestieltem Unterarmlappen, eine submandibuléare und supra-
omohyoidale Lymphknotenausrdumung rechts, eine funktionelle Neckdissection
rechts und eine supraomohyoidale Lymphknotenausrdumung links.

Im Juli 2000 wurde ein Tumorrezidiv mit einer Destruktion der Kieferhéhlen-
wand und des Orbitaboden bis zum Schadeldach festgestellt und die Behand-
lung daraufhin entsprechend geéandert.

Der Patient Nr. 4 wurde fur die Dauer von 47 Tagen radiotherapeutisch
behandelt (29.06.2000 bis 15.08.2000, aulRerplanmallige Bestrahlungspausen
an 2 Tagen: 27.07., 28.07.). Er wurde dabei mit einer Einzeldosis zwischen 1,4
bis 2 Gy an 5 Tagen der Woche bis zum Erreichen der Gesamtdosis von 70,2
Gy bestrahlt.
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Ihm wurden an 21 Bestrahlungstagen (03.07.2000 bis 31.07.2000) je 500 mg
Amifostin subkutan injiziert. Dabei konnten insgesamt 95 Blutproben und eine

Urinprobe gewonnen sowie 79 Blutdruckmessungen durchgeftuihrt werden.

2.6.1.5 Beschreibung des Patienten Nr. 5

Der Patient Nr. 5 trAgt die Initialen W. E. und war zum Zeitpunkt der
Studienteilnahme 59 Jahre alt. Bei der Aufnahmeuntersuchung betrug sein
Korpergewicht 75 kg und die Korpergrol3e 185 cm.

Bei ihm wurde ein Tonsillen-Carcinom rechts mit Ubergreifen auf den rechten
Nasopharynx und den rechten Gaumenbogen im April 2000 diagnostiziert
(Stadium pT4 pN2c MO).

An Nebendiagnosen wurden bei dem Patienten ein Zustand nach Herzinfarkt,
nach einem Lungenddem und nach dreifacher Penisoperation festgestellt.

Es erfolgte eine Resektion mit mikrovaskularem Dinndarmtransplantat, eine
funktionelle Neckdissection rechts und eine supraomohyoidale Lymphknoten-
ausrdumung links.

Der Patient Nr. 5 wurde fur die Dauer von 45 Tagen radiotherapeutisch
behandelt (10.07.2000 bis 23.08.2000, keine aufRerplanmalRRige Bestrahlungs-
pausen). Er wurde dabei mit einer Einzeldosis von 2 Gy an 5 Tagen der Woche
bis zum Erreichen der Gesamtdosis von 64 Gy bestrahlt.

Ihm wurden an 29 Bestrahlungstagen je 500 mg Amifostin subkutan injiziert.
Dabei konnten insgesamt 83 Blut- und 5 Urinproben gewonnen sowie 60

Blutdruckmessungen durchgefiihrt werden.

2.6.2 Patienten der Gruppe 2 (= intraventse Applikation von Amifostin)
2.6.2.1 Beschreibung des Patienten Nr. 6

Der Patient Nr. 6 tragt die Initialen T.V. und war zum Zeitpunkt der

Studienteilnahme 41 Jahre alt. Bei der Aufnahmeuntersuchung betrug sein
Korpergewicht 82,0 kg und die Kérpergrof3e 186 cm.
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Bei ihm wurde ein Oropharynx-Carcinoms rechts mit Beteiligung der Zunge, des
Zungenrandes und des Mundbodens im Februar 2000 diagnostiziert (Stadium
pT3 pNO MO0).

Es wurden keine Nebendiagnosen festgestellt.

Es erfolgte eine enorale Zungenteilresektion und eine Neckdissection beidseits.
Aul3erdem erfolgte bei nicht tumorfreien Absetzungsrdndern eine Zungennach-
resektion im Mérz 2000.

Der Patient Nr. 6 wurde fur die Dauer von 51 Tagen radiotherapeutisch
behandelt (04.04.2000 bis 24.05.2000, aul3erplanmalige Bestrahlungspausen
an 4 Tagen 21.4., 24.4., 01.05., 19.05.). Er wurde dabei mit einer Einzeldosis
von 2 Gy an 5 Tagen der Woche bis zum Erreichen der Gesamtdosis von 64 Gy
bestrahlt.

Ihm wurden an 32 Bestrahlungstagen je 500 mg Amifostin intravends injiziert
(Beginn 06.04.2000). Dabei konnten insgesamt 73 Blut- und 6 Urinproben

gewonnen sowie 56 Blutdruckmessungen durchgefiihrt werden.

2.6.2.2 Beschreibung der Patientin Nr. 7

Die Patientin Nr. 7 trAgt die Initialen S. E. und war zum Zeitpunkt der
Studienteilnahme 51 Jahre alt. Bei der Aufnahmeuntersuchung betrug ihr
Kdrpergewicht 60 kg bei einer Kérpergrél3e von 168 cm.

Bei ihr wurde ein Hypopharynx/Larynx-Carcinom im September 2000
diagnostiziert (Stadium pT2 pN2b(2/13) MO0).

Es wurden keine Nebendiagnosen festgestellt.

Im Oktober 2000 erfolgte eine Laryngektomie mit radikaler Neckdissection
rechts und einer HGS-Revision links. AuRerdem wurde mittels eines Radialis-
lappens eine Laryngoplastik und eine suprastomatale (postoperativ) Fistel ge-
bildet.

Die Patientin Nr. 7 wurde fur die Dauer von 42 Tagen radiotherapeutisch be-
handelt (04.01.2001 bis 14.02.2001; keine auf3erplanmafige Bestrahlungspau-
sen). Sie wurde dabei mit einer Einzeldosis von 2,0 Gy bis zum Erreichen einer

Gesamtdosis von 60 Gy bestrabhilt.
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Der Patientin Nr. 7 wurde an 30 Bestrahlungstagen Amifostin injiziert (500 mg
Amifostin intravends bis zum 05.02.2001, danach 320 mg entsprechend 200 mg
pro Quadratmeter Korperoberflache). Dabei konnten insgesamt 117 Blut- und 5

Urinproben gewonnen und 83 Blutdruckmessungen durchgefihrt werden.

2.6.2.3 Beschreibung des Patienten Nr. 8

Der Patient Nr. 8 tragt die Initialen B. W. und war zum Zeitpunkt der
Studienteilnahme 67 Jahre alt. Bei der Aufnahmeuntersuchung betrug sein
Kdrpergewicht 86 kg bei einer KorpergrofRe von 171 cm.

Im Juli 2000 wurde bei ihm ein Larynx-Carcinom diagnostiziert (Stadium T2
NO(0/18) MO).

Als Nebendiagnose wies der Patient Nr. 8 einen 40-jahrigen Nikotinabusus auf.
Ebenfalls im Juli 2000 erfolgte eine Kehlkopfteilresektion mit einer funktionellen
Neckdissection. Aufgrund eines Progresses erfolgten im September und im
Oktober 2000 je eine Lasernachresektion.

Der Patient Nr. 8 wurde fir die Dauer von 45 Tagen radiotherapeutisch
behandelt (05.02.2001 bis 21.03.2001; keine aul3erplanmalRigen Bestrahlungs-
pausen). Er wurde dabei mit einer Einzeldosis von 2,0 Gy an 5 Tagen der
Woche bis zum Erreichen der Gesamtdosis von 64 Gy bestrahlt.

Ihm wurden an 32 Bestrahlungstagen je 400 mg Amifostin intravends injiziert.
Dabei konnten insgesamt 55 Blutproben und 1 Urinprobe gewonnen sowie 46

Blutdruckmessungen durchgefiihrt werden.

2.6.24 Beschreibung des Patienten Nr. 9

Der Patient Nr. 9 tragt die Initialen M. W. und war zum Zeitpunkt der
Studienteilnahme 47 Jahre alt. Bei der Aufnahmeuntersuchung betrug sein
Kdrpergewicht 60,1 kg und die Kérpergréf3e 165 cm.

Im Marz 2001 wurde ein Oropharynx-Carcinom der rechten Vallecula
diagnostiziert (Stadium pT1 pN2c MO).

Es wurden keine Nebendiagnosen festgestellt.
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Im April 2001 erfolgte eine enorale Tumorresektion im Bereich der Vallecula,
eine radikale Neck dissection links sowie eine selektive Neckdissection links
(Level 1I-1V).

Der Patient Nr. 9 wurde fur die Dauer von 47 Tagen radiotherapeutisch
behandelt (07.06.2001 bis 23.07.2001, aul3erplanmalige Bestrahlungspausen
an einem Tag: 14.06.). Er wurde dabei mit einer Einzeldosis von 2,0 Gy an 5
Tagen der Woche bis zum Erreichen der Gesamtdosis von 64 Gy bestrahilt.

Ihm wurden an 31 Bestrahlungstagen je 500 mg Amifostin intravends injiziert
(Beginn 08.06.2001). Dabei konnten insgesamt 139 Blut- und 10 Urinproben
gewonnen sowie 123 Blutdruckmessungen durchgefiihrt werden.

2.7 Beteiligte Institutionen
Die Analytik von Amifostin und seiner Metabolite in Plasma und Urin erfolgte in
der Abteilung Pharmakologie Antineoplastischer Substanzen der Inneren Klinik

und Poliklinik (Tumorforschung) des Universitatsklinikums Essen unter der

Leitung von Dr. rer. nat. R.A. Hilger.
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3. Ergebnisse

3.1  Pharmakokinetische Ergebnisse

In die Auswertung der pharmakokinetischen Ergebnissen wurde die
Pharmakokinetik von Amifostin, der von der alkalischen Phosphatase
dephosphorylierte Metabolit WR-1065 und die symmetrischen (WR-33278) und
gemischten Disulfide mit einbezogen.

An der Studie nahmen insgesamt 9 Patienten teil, die in 2 Gruppen aufgeteilt
wurden (vgl. Abbildung 2). Die Gruppe, bei der eine subkutane Applikation
erfolgte, bestand aus 5 Patienten und die Gruppe mit der intravendsen
Applikation aus 4 Patienten. Alle Patienten erhielten eine postoperative
Radiotherapie (RT) mit einer Einzeldosis (ED) von 1,4 bis 2,0 Gy und eine
Gesamtdosis (GD) zwischen 56 und 64 Gy.

Die Studiensubstanz Amifostin wurde in diesen 2 Behandlungsgruppen
verabreicht, in der Subkutanen mit einer Dosis von 500 mg absolut, und in der
Intravendsen mit einer Absolutdosis von 320 — 500 mg. In beiden Gruppen
wurde Amifostin fur 6 bis 7 Wochen an 5 Tagen pro Woche zwischen 30 bis 45
Minuten vor einer fraktionierten Radiotherapie verabreicht (vgl. Abbildung 2).

Um eine mogliche Bioverflugbarkeit bzw. eine Kumulation von Amifostin und
seiner Metaboliten feststellen zu kénnen, wurden fir die Gber 800 Blutproben
mehr als 2100 Einzelanalysen durchgefiihrt (vgl. Abbildung 2). Die renale

Ausscheidung wurde an ca. 100 Urinproben untersucht.

Einen zusammenfassenden Uberblick Uber die Anzahl der Patienten und der
gewonnen Proben der beiden Gruppen (s.c., i.v.) gibt die Abbildung 2.
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Patienten Post-op RT: 2,0 Gy E.D. bis 56 / 64 Gy G.D.
Amifostin: s.c. 30 -45 Min vor jeder RT
I.v. 30 Min vor jeder RT

s.c. — 448 Blutproben,

__j-—' 2 Messtage { RT-Woche
h=9
;> i.v.-378 Blutproben,
2 Messtage / RT-Woche
Abbildung 2: Ubersicht tiber die beiden Behandlungsgruppen und die

gewonnen Blutproben

Die Analyse der pharmakokinetischen Werte (quantitative Messung) von
Amifostin, von WR-1065 und von den Disulfiden wurde mit der im Kapitel
2.3.1.4 beschriebenen RP-HPLC Methode durchgefihrt.

Amifostin wurde dabei durch eine saure Hydrolyse in seinen aktiven
Metaboliten WR-1065 Uberfuhrt, die Disulfide durch Reduktion mit Dithiothreitol
ebenfalls zu WR-1065 umgesetzt. Die Quantifizierung von Amifostin als auch
seiner korrespondierenden Disulfide erfolgte nach der Umsetzung durch eine
Subtraktion der initial gemessenen WR-1065 Spiegel.

Die untere Bestimmungsgrenze lag in diesem System bei 10ng/ml WR-1065.
Die Richtigkeit sowohl innerhalb eines Tages als auch zwischen den Messtagen

lag zwischen 5% und 15% , die Prazision lag bei 8%.
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In Abbildung 3 ist ein typisches Chromatogramm dieser Methode fir die
Analyse des Metaboliten WR-1065 dargestellt. Die untere graue Linie im
Chromatogramm stellt den Verlauf einer Plasmaanalyse ohne WR-1065 dar, die
obere schwarze Linie zeigt den Verlauf bei Zugabe von 40ng/ml WR-1065.
Dabei ist deutlich der abweichende Ausschlag bei vorhandenem WR-1065 zu

sehen.

35,00
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< 25001

20,004 V\N

14,00

10,004
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0,00

f W1 065

T T T T T T T T T T T T
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 1400 16,00 18,00 20,00 22,00 240C
hilinutes

Abbildung 3: Chromatogramm fur die Analyse von WR-1065
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3.1.1 Auswertung der Pharmakokinetik von Amifostin
Tabelle 4:  Pharmakokinetische Ergebnisse von Amifostin
Tabelle 4 Amifostin (nach s.c. Gabe) ||Amifostin (nach i.v. Gabe)
Parameter [Einheit || Mittelwert | Stdabw. | N || Mittelwert | Stdabw. | N
MRT min 102 67 33 117 72 28
VSS mi 246165 183197 | 34 189786 118372 | 28
AUC ng/ml* 461994 400113 | 35 392893 247527 | 28

min =

pmol/I* 2156 1868 1834 1156

min
Cmax ng/ml 3557 3006 35 11418 8584 28
calc =

pmol/l 15,67 14,03 53,3 40,09
Tmax calc | min 35 22 35 6 28
TY Vert. |Min 5 4 28
TY5f3 term. | Min 79 57 33 107 63 27
CL ml/min 1676 1078 34 1868 1240 28

In der Tabelle 4 ist eine Gegeniberstellung der pharmakokinetischen Werte fur

die subkutane und die intravendse Applikation von Amifostin dargestellt.

Nach einer intravendsen Verabreichung von 500 mg Amifostin folgt eine Elimi-

nationsphase der Verteilungsphase. Nach einer subkutanen Verabreichung der

identischen Menge, wird die Verteilungsphase von einer Absorptionsphase

Uberlagert. Sichtbar ist auch, dass nach einer subkutanen Applikation eine sig-

nifikante Menge Amifostin den Kreislauf erreicht (vgl. AUC bzw. Cmax).
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Die ermittelten pharmakokinetischen Parameter fir die subkutane Applikation
von Amifostin weisen auf eine hohe Bioverflugbarkeit der Prodrug hin. Durch die
hohen intra- und interindividuellen Variationen in der Verteilung und Elimi-
nierung der Substanz ist mit der untersuchten Fallzahl kein signifikanter Unter-
schied in der Bioverfugbarkeit nach einer subkutanen Gabe im Vergleich zu
einer intravendsen Gabe festzustellen (Bioverfugbarkeit f = AUC s.c./AUC i.v.).
Die Bioverfugbarkeit kann somit zu 1 bzw. zu 100% angegeben werden.

Das hohe Verteilungsvolumen im steady state (Vss) deutet auf eine hohe
systemische Verteilung von Amifostin hin. Bei diesem Parameter, als auch bei
der mittleren Verweildauer im System (MRT) und der totalen Clearance (CL),
kénnen keine statistisch signifikanten Unterschiede bestimmt werden.

Bedingt durch die kurze Infusionsdauer der intravendsen Applikation (Tmax)
kommt es zu einer recht hohen und frihen Peakplasmakonzentration (Cmax).
Diese ubertrifft die berechneten Peakplasmakonzentrationen der subkutanen
Dosierung im Mittel um das 3-fache (statistisch signifikant P = <0,001).

Nach einer subkutanen Applikation kann nur die terminale Halbwertzeit
bestimmt werden, da die kirzeren Halbwertzeiten der Verteilung (1 oder 2
Kompartimente) durch die Absorption in das zentrale Kompartiment Uberlagert
wird. So ist die maximale Plasmakonzentration nach subkutaner Gabe erst
nach (im Mittel) 35 Minuten erreicht. Die terminale Halbwertzeit ist nach
Berechnungen mit dem Mann-Whitney Rank Sum Test fir die intravendse
Verabreichung von Amifostin um ca. 20 min langer als fur die subkutane
Applikation (P = 0,009).

Eine grafische Darstellung des Verlaufs der Pharmakokinetik von Amifostin
ergibt sich aus der Abbildung 4. Hierbei entspricht die gestrichelte Linie den
interpolierten Werten der intraventsen Route (berechnet mit der Software
Kinetica 2000, siehe Kapitel 2), die schwarze Linie der subkutanen Route von

500 mg Amifostin. Die jeweiligen Punkte stellen die gemessenen Werte dar.
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Pharmakokinetik von Amifostin [500 mg]

10000 Tg

---------- Interpolierte Werte fir Amifostin i.v.
- e Gemessene Werte fir Amifostin i.v.

0001 f 0 T

.
.
ay

Interpolierte Werte fur Amifostins.c.

Plasmakonzentration Amifostin [ng/ml]

- = (Gemessene Werte fir Amifostin s.c.
100 - r ; T ;
0 50 100 150 200 250 300
Zeit [min]
Abbildung 4: Exemplarische Kinetiken nach subkutaner als auch nach

intravenoser Applikation

3.1.2 Auswertung der Pharmakokinetik von WR-1065

Die Tabelle 5 zeigt die Werte fir den pharmakokinetischen Verlauf von WR-
1065 im Plasma, sowohl fur die intravendse als auch fir die subkutane
Verabreichung von Amifostin.
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Tabelle 5:

Pharmakokinetische Ergebnisse des aktiven Metaboliten WR-

1065

Tabelle 5 WR1065 (nach s.c. Gabe) || WR1065 (nach i.v. Gabe)
Parameter | Einheit || Mittelwert | Stdabw. N || Mittelwert | Stdabw. | N
MRT Min 43 35 35 70 42 28
VSS Ml 773660 903513 35 866662 | 625144 | 28
AUC ng/ml* 89933 64183 35 48469 33454 28

min =

pmol/I* 419,81 299,61 226,25 | 156,16

min
Cmax ng/ml 1362 1241 35 2229 1289 28
calc =

umol/| 6,36 5,79 10,41 6,02
Tmax min 28 19 35 6 2 28
calc
TY2a min 8 5 28
TY53 min 31 25 35 111 78 28
CL ml/min 7975 6114 34 13654 7086 28

Fur den aktiven Metaboliten WR1065 wurden ahnliche Beobachtungen wie fur

das Prodrug gemacht.

Die Bioverfugbarkeit (AUC) ist nach einer subkutanen Gabe von Amifostin fur

den Wirkstoff nicht geringer als nach einer direkten Gabe in das zentrale

Kompartiment. Im Gegenteil, nach Berechnungen mit dem Mann-Whitney Rank
Sum Test ist die beobachtete Erhéhung der AUC fur WR-1065 nach einer
subkutanen Gabe von Amifostin im Vergleich zur intravendsen Dosierung
statistisch signifikant (P = <0,001).

Die maximale Konzentration (Cmax) ist bei der intravendsen Gabe im

Unterschied zur subkutanen Gabe ebenfalls statistisch signifikant erhoht (P =
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<0,001). Die beobachtete maximale Halbwertzeit (Tmax) ist nach einer
subkutanen Gabe fur den aktiven Metaboliten, wie auch schon fir das
Amifostin, signifikant erhoht (P = <0,001).

Mit einem P von 0,004 bzw. <0,001 unterscheiden sich zwei weitere Parameter,
die mittlere Verweildauer im System (MRT) und die Clearance (CL), signifikant.
Dabei wird nach einer intraventsen Gabe eine langere mittlere Verweildauer

bei gleichzeitig erhdhter Clearance berechnet.

In der untenstehenden Abbildung 5 sieht man fur die Bioverfugbarkeit des
aktiven Metaboliten WR-1065 einen ahnlichen Kurvenverlauf sowohl fur die
subkutane als auch intravendse Route wie fur das Prodrug Amifostin.

Der schnellen Anflutung und Elimination bei der intravenésen Verabreichung
steht eine langsamere Anflutung als auch Elimination sowie ein spéaterer Zeit-

punkt der maximalen Konzentration der Subkutanen gegenuber.

Pharmakokinetik von WR-1065 [500 mg]

10000
—Interpolierte Werte fur WR-1065 s.c.
m Gemessene Werte fur WR-1065 s.c.
I Interpolierte Werte fir WR-1065 i.v.
1000 {2 o ® Gemessene Werte fir WR-1065 i.v.

Plasmakonzentration VWWR1065[ng/ml]

100 200 300
Zeit [min]

Abbildung 5: Grafische Darstellung des Verlaufs des aktiven Metaboliten
WR-1065 nach subkutaner und intraventser Applikation
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3.1.3 Auswertung der Pharmakokinetik der Disulfide

Tabelle 6: Pharmakokinetische Ergebnisse der Disulfide
Tabelle 6 Disulfide (nach s.c. Gabe) ||Disulfide (nach i.v. Gabe).
Parameter | Einheit || Mittelwert | Stdabw. N || Mittelwert | Stdabw.| N
MRT min 190 139 20 253 265 20
VSS ml 4018983 |16094216| 20 || 355055 | 486922 | 20
AUC ng/ml* (| 8117298 |23307571| 20 || 592438 | 500250 | 20

min =

pmol/I* 37891 108799 2756,50 |2335,17

min
Cmax ng/ml 29064 101689 | 20 4668 1869 20
calc =

pmol/l 135 474 21,79 8,73
Tmax min 80 88 20 6 1 20
calc
TY2a min 9 18 16
T%B min 128 93 22 198 233 20
CL ml/min 15949 50321 18 1920 1367 20

Die groRRere Bioverfugbarkeit (AUC) der Dithiole nach subkutaner Gabe von
Amifostin ist nach Berechnungen mit dem Mann-Whithey Rank Sum Test
statistisch signifikant (P = 0,026).

Ebenfalls statistisch signifikant ist die verlangerte maximale Halbwertzeit
(Tmax) nach subkutaner Gabe (P =<0,001).

Alle anderen pharmakokinetischen Parameter unterscheiden sich nicht

signifikant.
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Bei der Messung und Auswertung der Pharmakokinetik der (gemischten) Disul-
fide ist anzumerken, dass ein Teil der eingesandten Proben nicht prozessierbar
war, so dass sich die Fallzahl auf ca. 20 Proben pro Behandlungsarm reduziert
hat.

3.1.4 Zusammenfassung der pharmakokinetischen Ergebnisse

Bei einer subkutanen Anwendung von Amifostin ist eine Bioverfluigbarkeit zu
100% gegeben. Zusatzlich liel3 sich eine systemisch héhere Bioverflugbarkeit
(AUC) sowonhl fur den aktiven Metaboliten WR-1065 als auch fur die Dithiole
ermitteln.

Der nicht vorhandene Peakplasmaspiegel im subkutanen Behandlungsarm im
Vergleich zum Intravendsen muss mit einer moglichen besseren Vertraglichkeit
korreliert werden.

Aus pharmakokinetischer Sicht ermdglicht sich mit dem deutlich vergroRertem
Zeitfenster (Abbildung 5 und Tabelle 5) eine verbesserte Praktikabilitat bei der

Durchfiihrung der sich anschlie3enden Strahlentherapie.

3.2  Vergleichende grafische Darstellungen

Die Abbildungen 6 und 7 stellen die Verlaufe der maximalen Konzentrationen
(Cmax) von Amifostin, von WR-1065 und von den Disulfiden fir die subkutane
und intravendse Applikation grafisch dar. Diese Darstellungen zeigen je einen
exemplarischen Verlauf iber den gesamten Therapiezeitraum eines Patienten.

Bei einem Vergleich der beiden Abbildungen féllt auf, dass besonders die
Konzentrationen fur die Disulfide bei der subkutanen Route einen héheren Wert

annehmen als bei der Intraventsen
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Abbildung 6: Maximale Konzentrationen der 3 gemessenen Substanzen
bei einem intravends behandelten Patienten tber den

gesamten Therapiezeitraum
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Abbildung 7: Maximale Konzentrationen der 3 gemessenen Substanzen
bei einem subkutan behandelten Patienten Uber den

gesamten Therapiezeitraum

Eine weitere grafische Darstellung ergibt sich auch anhand der Werte der

Bioverfugbarkeit (AUC) beider Patienten im Vergleich.

In der folgenden Abbildung 8 sieht man den Verlauf der Bioverfugbarkeiten
(AUC) aller Metaboliten fir den Patienten mit der intraventsen Verabreichung
Uber den gesamten Therapiezeitraum.

Im Vergleich dazu féllt auf, dass in der darauffolgenden Abbildung 9 fir die
subkutane Behandlung erhthte Werte fir die Bioverflugbarkeit (AUC) erreicht

werden. Dies gilt wieder insbesondere fiir die Disulfide.
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Exemplarischer Verlauf der AUC aller Metaboliten fiir einen

intravends behandelten Patienten (gesamte Therapiedauer)

Abbildung 8:
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Abbildung 9: Exemplarischer Verlauf der AUC aller Metaboliten flr einen

subkutan behandelten Patienten (gesamte Therapiedauer)

Fur den Patienten mit der subkutanen Verabreichung ist aus der Abbildung 10
ersichtlich, dass es mit zunehmender Therapiedauer zu einer Verlangerung
samtlicher Halbwertszeiten der drei gemessenen Parameter kommt. Auch hier

betrifft diese Verlangerung wiederum ausgepragt die Disulfide.
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Abbildung 10: Halbwertzeiten aller Metaboliten im subkutanen

Therapieverlauf

3.3 Klinische Ergebnisse

Die klinischen Ergebnisse und Nebenwirkungen wurden anhand der in Kapitel 2

beschriebenen Kriterien nach CTC/RTOG erfasst.
3.3.1 Blutdruckverlauf im Rahmen der Therapie

Bei den neun an der Studie teilnehmenden Patienten wurden insgesamt 708
Blutdruckmessungen durchgefiihrt. Dabei entfielen 308 Messungen auf die
intravendse Gruppe (4 Patienten) und 400 Messungen auf die subkutane
Gruppe (5 Patienten).

Bei den Patienten der intraventsen Gruppe kam es zu keinem Zeitpunkt der
Behandlung zu einer auffélligen Hypotonie oder Hypertonie. Dies entspricht

dem CTC Grad 0.
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Bei der subkutanen Gruppe kam es in einem Fall zu einer Hypotonie entspre-
chend dem Grad 2 CTC, die sich aber nach einer Flissigkeitssubstitution nor-
malisierte. In dieser Gruppe kam es aulerdem bei drei Patienten an jeweils
einem Behandlungstag zu einer Hypertonie Grad 2 CTC, die in einem Fall
medikamentds behandelt wurde.

Keiner dieser Falle fuhrte zu einem Abbruch der Therapie.

Die folgende Abbildung 11 zeigt in dem oben stehenden Diagramm den
exemplarischen RR-Verlauf fur einen Patienten der subkutanen Gruppe (Patient
B. W.), dem der Verlauf eines Patienten der intravendsen Gruppe (Patient M.
W.) gegenibergestellt ist. Jeweils die obere schwarze Linie steht fur die

systolischen Werte, die untere graue Linie fur die diastolischen Werte.
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Abbildung 11: RR-Verlauf der subkutanen vs. intravendsen Applikation an

je einem Therapietag
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3.3.2 Nebenwirkungen nach CTC bei der subkutanen Gruppe

Die Abbildung 12 zeigt die aufgetretenen Nebenwirkungen nach CTC bei den 5

Patienten der subkutanen Gruppe.

Sonstige Nebenwirkungen [CTC] in der s.c.-Gruppe
Grad Il Grad Il Grad IV
Nausea / Emesis’ 2 12 0
Mucositis? 3 1 0
Dysphagie? 1 0 0
Blutbild’ 3 0 0
Hypocalzdmie’ 0 0 0
Bewusstsein’ 2 1 0
Xerostomie? 1 1b 0
a Pat fehint weitere Amifostingabe ab b im Verfauf Besserung zt i
1hezogen auf alle Behandlungstage 2 bezogen auf Patienten
Abbildung 12: Nebenwirkungen nach CTC bei der subkutanen Gruppe

Bei zwei Patienten traten Uber den gesamten Behandlungszeitraum an vier Ta-
gen Schmerzen bei der subkutanen Injektion auf.

Bei dem Patienten S. H. trat ein Progress der Grunderkrankung auf woraufhin
die Amifostingabe nach 21 Behandlungstagen abgesetzt wurde

Wie aus der Abbildung 12 ersichtlich, kam es bei einem Fall der subkutanen
Injektion zu einer ausgepragten Nausea und Emesis (Patient M. J.) Grad 3
CTC, die auf Wunsch des Patienten zu einem Abbruch der Amofstingabe nach
dem 2. Behandlungstag fuhrte.
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Bei einem weiteren Patienten kam es zu einer Mucositis Grad 3 CTC am
Therapieende die sich im Verlauf der Nachsorge auf einen Grad 2 CTC verbes-
serte.

Die in der Abbildung 12 aufgefihrten Blutbildveranderungen bestanden aus
einem Hamoglobinabfall (Patient W. B. an einem Behandlungstag) und einem
Leukozytenanstieg bei 2 Patienten (Patient M. J. und S. H. an je einem Be-
handlungstag).

Bei dem Patienten S. H. kam es an einem Behandlungstag zu einer Bewusst-
seinsstorungen Grad 3 CTC, die sich in Uneinsichtigkeit, Aggressivitat und ei-
ner Wesensveranderung aufierte. Dariber hinaus kam es bei diesem Patienten
an zwei Tagen zu einer Bewusstseinsstorung Grad 2 CTC, die sich in einer de-
pressiven und somnolenten Stimmungslage &ul3erte.

Die in der Abbildung 12 aufgeftihrte Xerostomie Grad 3 CTC trat im Verlauf der
Nachsorge bei der Patientin W. B. auf und besserte sich in der weiteren Nach-
sorge auf eine Xerostomie Grad 2 CTC. Eine Xerostomie Grad 2 CTC trat bei
einem weiteren Patienten im Verlauf der Nachsorge auf (Patient N. H.) und
besserte sich im weiteren Verlauf auf eine Xerostomie Grad 1 CTC.

Bei allen Patienten der subkutanen Gruppe kam es im Verlauf der Behandlung
zu leichten Rotungen (Grad 1 CTC) der abdominellen Einstichstellen, in einem
Fall zu einer ausgepragten Rétung (Grad 2 CTC) an einem Tag. Dies besserte
sich aber im Verlauf der Therapie und fihrte in keinem Fall zu einem Abbruch
der Behandlung.

Zu einer Dyspnoe Grad 2 CTC kam es bei dem Patienten M. J. an 3 unter-
schiedlichen Behandlungstagen. Bei diesem Patienten bestanden anam-
nestisch allerdings schon vor Behandlungsbeginn eine zunehmende Dyspnoe.
2 Patienten (Patienten W. B., W. E.) mussten aufgrund einer Verschlechterung

des Allgemeinzustandes stationar aufgenommen werden.

57



3.3.3 Nebenwirkungen nach CTC bei der intravendsen Gruppe

Die aufgetretenen Nebenwirkungen nach CTC der 4 Patienten der intravenésen
Gruppe stellt die Abbildung 13 dar.

Sonstige Nebenwirkungen [CTC] in der i.v.-Gruppe

1hezogen auf alle Behandlungstage

Grad Il Grad Il Grad IV

Nausea / Emesis’ 4 0
Mucositis?

Dysphagie? 3 1 0
Blutbild’ 1 0 0
Hypocalzimie! 0 0 0
Bewusstsein’ 0 0 0
Xerostomie? 1 1 0

2 hezogen auf Patienten

Abbildung 13: Nebenwirkungen nach CTC bei der intravendsen Gruppe

Die Daten fur eine Nausea und eine Emesis betreffen 2 Patienten. Die Patientin

B. W. litt an 2 Tagen unter einer Nausea Grad 3 CTC und an 2 Tagen unter ei-
ner Emesis Grad 2 CTC. Die Patientin S. E. hatte eine Emesis Grad 2 CTC an

2 Behandlungstagen.

Bei 3 Patienten trat eine Mucositis auf, wobei der Patient T. V. eine Mucositis
Grad 3 CTC und die Patienten S. E. und M. W. eine Mucositis Grad 2 CTC

hatten.

Eine Dysphagie trat bei allen 4 Patienten der intravendsen Gruppe auf, wobei

sie bei dem Patienten B. W. ausgepréagt (Grad 3 CTC) verlief.
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Die in der Abbildung 13 aufgefiihrten Blutbildveranderungen &uf3erten sich bei
dem Patienten M. W. an einem Behandlungstag in einem Hamoglobinabfall und
einer Leukozytose.

Bei keinem der 4 intraven0s behandelten Patienten kam es zu einer
Hypocalzamie oder einer Bewusstseinsstorung.

Eine wiederholte Dyspnoe Grad 2 CTC trat bei einem Patienten (B. W.) an 2
unterschiedlichen Behandlungstagen auf. Au3erdem musste eine dieser Patient
am Ende der Therapie aufgrund einer Verschlechterung des Allgemeinzustan-
des stationar aufgenommen werden.

Die in Abbildung 13 aufgefiihrte Xerostomie Grad 3 CTC trat im Verlauf der
Nachsorge bei dem Patienten B. W. auf. Ebenfalls wurde, im Rahmen der

Nachsorge, bei dem Patienten T.V. eine Xerostomie Grad 2 CTC festgestellt.
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4, Diskussion

Die Studiensubstanz Amifostin wird inzwischen in vielerlei Hinsicht im klinisch-
onkologischen Alltag verwendet. In zahlreichen préaklinischen (Cassat, 2003 b;
2002; Capizzi, 1999; 1996; Van der Vijgh, 1996) und Kklinischen Studien
(Thorstad, 2003; Samuels 2003; Haddad, 2003; Bardet, 2002; Korst, 1996)
konnte seine chemo- und radioprotektive Wirkung unter Beweis gestellt werden
(Culy et al., 2001).

Dabei wird die Substanz vorwiegend auf dem intravendsen Weg verabreicht. In
jungster Zeit hingegen konzentriert sich das Interesse zunehmends auf
alternative Applikationswege wie insbesondere eine orale oder eine subkutane
Verabreichung (Bonner, 2002). Dies ist zum einen auf die geringeren
Nebenwirkungen der Substanz bei der oralen bzw. subkutanen Applikation
zurtickzufihren, zum anderen stellen die alternativen Applikationswege eine
starke Vereinfachung im klinischen Alltag dar.

Die intraventse Applikation ist in Europa derzeit zugelassen fur die Reduktion
akuter und spater Xerostomie bei Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren, fur die
Verringerung der kumulativen Nierentoxizitat unter Cisplatin-Therapie bei
Patienten mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom oder NSCLS sowie fir die
Begrenzung eines mdglichen Neutropenierisikos unter Cyclophosphamid-

/Cisplatin-Kombinationstherapie beim fortgeschrittenem Ovarialkarzinom.

Im Rahmen der alternativen Behandlungsmethoden konzentriert sich das
Interesse auf die relative und absolute Bioverflgbarkeit von Amifostin, seines
dephosphorylierten Metaboliten WR-1065 und den daraus entstehenden
symmetrischen (WR-33278) und gemischten Disulfide Von ebenso grof3er
Bedeutung ist das mit der alternativen Verabreichung von Amifostin
einhergehende Nebenwirkungsprofil.

In der vorliegenden Studie erfolgten erstmals gleichzeitig pharmakokinetische
sowie klinische Untersuchungen zur subkutanen als auch intravendsen
Applikation von  Amifostin  wahrend der gesamten postoperativen

Behandlungsdauer von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren. Im Folgendem
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werden die Ergebnisse dieser Untersuchung zu den Ergebnissen anderer
aktueller und bereits abgeschlossener Studiengruppen kritisch beleuchtet und

eine Schlussfolgerung fur zukinftige Behandlungsoptionen dargestellt.

4.1 Patientengruppe

Es wurden 9 Patienten eingeschleust und auf einen subkutanen (= Gruppe 1
mit 5 Patienten) und einen intravendsenn (= Gruppe 2 mit 4 Patienten)
Behandlungsarm aufgeteilt. Jeder der 9 Patienten war an einem Kopf-Hals-
Tumor ohne feststellbare Fernmetastasen erkrankt. Alle Patienten hatten sich
bereits einer Operation unterzogen und wurden erstmalig radioonkologisch
behandelt. Aul3erdem durfte keine Chemotherapie verabreicht werden (siehe
Kapitel 2).

Thorstad et al. (2003) untersuchten 17 Patienten, bei denen eine subkutane
Applikation erfolgt war, im Hinblick auf die Verhinderung einer mdglichen
Xerostomie sowie beziiglich auftretender klinischer Toxizitaten.

Eine umfangreiche multizentrische Studie zur Evaluation der Haufigkeit und
Auspragung von Nebenwirkungen der subkutanen Amifostingabe wurde von
Samuels et al. (2003) veroffentlicht. Im Rahmen dieser Studie ist vorgesehen
insgesamt 500 Patienten zu untersuchen, wobei bisher (d.h. bis zum Februar
2003) Daten von 101 der 500 Patienten auswertbar waren.

Sowohl in der Studie von Thorstad et al. wie auch in der Studie von Samuels et
al. wurden keine intravendsen Vergleichsgruppen gebildet. Dariiber hinaus
wurden auch keine pharmakokinetischen Daten erhoben.

In einer Phase | Studie der University of Pennsylvania Medical Center wurde 12
gesunden mannlichen Probanden eine subkutane als auch eine intravendse
Dosis Amifostin ~ verabreicht und die Pharmakokinetik und das
Nebenwirkungsprofil gemessen.

Koukourakis et al. (2000) fiuhrten eine randomisierte Phase Il Studie der
subkutanen Applikation an 140 Patienten durch, wobei 40 der Patienten an

einem Tumor im Kopf-Hals-Bereich erkrankt waren. Ziel der Studie war es, die

61



Vertraglichkeit, die Toleranz und den zytoprotektiven Effekt einer subkutanen
Behandlung zu evaluieren.
Anné et al. (2002 a) untersuchten in einer Phase Il Studie das klinische

Outcome von 54 Patienten mit einer subkutanen Amifostinbehandlung.

Bezuglich der Patientenanzahl zur Pharmakokinetik und klinischen
Vertraglichkeit existieren zahlreiche Studien lediglich fur den intravendsen Weg.
Eine umfangreiche Studie mit 315 Patienten wurde von Brizel et al. (2000) zur
klinischen Wirksamkeit und Radioprotektion verdffentlicht. Shaw et al.
verabreichten schon 1986 an 13 Tumorpatienten intravends Amifostin und

erhoben erste klinische Daten zur Pharmakokinetik.

Im Vergleich zu den bisher durchgefihrten Studien erscheint die
Patientenanzahl in der vorliegenden Studie zunachst gering. Da jeder einzelne
Patient aber Uber den gesamten Zeitraum der Behandlung (Therapiedauer 6-8
Wochen) Uberwacht und untersucht wurde, konnten umfangreiche Daten zur
Pharmakokinetik als auch zur klinischen Vertraglichkeit erhoben werden.
AulRerdem wurde durch die Beobachtung von 2 Patientengruppen (s.c./i.v.), im
Gegensatz zu der meist einseitigen Ausrichtung der oben erwahnten Studien,
konkrete Vergleichsmdglichkeiten geschaffen und Daten an realen Patienten
gewonnen. Angesichts des langen Studienzeitraumes und der vielen
Einzelanalysen war der Umfang der Datenerhebung im Ergebnis auch
detailreicher als in vorangegangenen Studien.

4.2  Applikationsdosis/Applikationszeitfenster

In der subkutanen Behandlungsgruppe erhielten die Patienten eine
Absolutdosis von 500 mg Amifostin im Zeitraum von 30 — 45 min vor einer
Radiotherapie. Das Amifostin wurde in 0,9% NaCl auf 2,5 ml gelost und an je 2
Injektionsorten (a 1,25 ml) subkutan verabreicht.

Ein entsprechendes Dosierungsschema wurde auch in anderen Studien

verwendet. Thorstad et al. (2003) benutzten ein vergleichbares
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Dosierungsschema, aber mit einem verlangertem Zeitfenster, namlich im
Zeitraum von 20 bis 60 Minuten.

In der offenen prospektiven Multicenter Studie von Samuels et al. (2003) wurde
ein genauer Zeitrahmen nicht spezifiziert. Es war nur vorgesehen, dass die
Gabe von Amifostin vor der jeweiligen Bestrahlung zu erfolgen hatte.

Anné et al. (2002) verabreichten ebenfalls eine absolute Dosis von 500 mg im

Zeitraum von 45 — 75 Minuten vor einer Strahlentherapie.

Das gewahlte Dosierungsschema fur die Subkutangruppe ermdglichte somit
eine gute Vergleichsmoglichkeit mit der entsprechenden Datenlage. Zudem
korreliert das gewahlte Zeitfenster optimal mit den pharmakokinetischen Daten
(siehe Kapitel 3).

Der intravendsen Kontrollgruppe dieser Studie wurde eine Absolutdosis
zwischen 320 mg und 500 mg Amifostin im Zeitraum vonl15 — 30 min vor einer
Radiotherapie verabreicht (als Kurzinfusion in 200ml 0,9% NaCl innerhalb von 5
— 10 min).

Die allgemein etablierte Dosis flr eine alleinige radiotherapeutische
Behandlung von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren betragt 200mg/m2 (Culy et
al., 2001; Brizel et al., 2000; Dorr et al., 1999). In anderen Studien wurden bei
der intravendsen Applikation Dosierungen zwischen 150mg/m2 (Bourhis et al.,
2000), und 500mg/m?2 verwendet (Schoénekas et al., 1999).

Die in dieser Studie verwendete intravendse Dosierung variiert gegentber den
Dosierungen bisheriger Studien. Die teils hoheren Dosierungen (500mg
absolut) ermdglichen  allerdings einen  besseren  Vergleich  der

pharmkokinetischen Parameter beider Gruppen.
4.3  Abnahmezeitpunkte und Probenumfang
Von den 9 Patienten wurden insgesamt 826 Blutproben (448 Proben der

Subkutangruppe, 378 Proben der intraventsen Gruppe) entnommen. Dies

erfolgte an je 2 Behandlungstagen pro Woche wahrend der gesamten
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Therapiedauer (6-7 Wochen). Hiervon erfolgten wiederum dber 2100
Einzelanalysen des Plasmaspiegels von Amifostin und seiner Metaboliten.

An jedem Entnahmetag wurde die erste Blutprobe vor einer
Amifostinapplikation entnommen. Die weiteren Zeitpunkte sind unter Kapitel
2.5.2 beschrieben (Abnahme nach 0, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 90, 120, 180, 240,
300, 360. Minuten).

Shaw et al. fuhrten in einer der ersten pharmakokinetischen Studien (1986, 13
Patienten mit einer 10-sekiindigen intraventsen Bolusdosis von 150mg/m?
durch) die Abnahmen in einem kirzerem Intervall durch (Abnahme bei 0, 0,5, 1,
2,25,3,4,6,8,12, 15, 20, 30, 45 Minuten).

Eine stark verlangertes Abnahmeschema benutzten Korst et al (1997). In dieser
Studie wurde 6 Patienten eine intravendse Single-Dosis Amifostin verabreicht
(740 und 910 mg/m? in einer 15-mindtigen Kurzinfusion). Die
pharmakokinetischen Messungen erfolgten nach 0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 10; 22;
und 24 Stunden. Diese Patienten standen zusatzlich unter einer Cisplatin oder
Carboplatin Behandlung.

Bonner et al. (2002) untersuchten an 12 gesunden mannlichen Probanden die
Pharmakokinetik fur eine intraventse Applikation von 200mg/m? Amifostin (7,5
min Kurzinfusion), fir eine subkutane Dosis von 500mg absolut und eine orale
Dosis von ebenfalls 500 mg absolut. Die Proben fir die pharmakokinetischen
Daten wurden zu den Zeitpunkten 0, 5, 10, 30, 45, 60, 120 und 240 Minuten fur
alle 3 Applikationswege abgenommen. Fr die intraventse Applikation wurden
zusatzliche Proben abgenommen (2,5, 5, 7,5 und 20 Minuten).

Bei einem Vergleich der Abnahmezeitpunkte dieser Studie und der
dargestellten Studien lasst sich feststellen, dass die Abnahme der Proben
sowohl die kirzeren als auch die langeren Zeitpunkte umfassen und somit eine

gute Vergleichbarkeit der Daten gegeben ist.

4.4  Probenverarbeitung und Analysemethode

Das genaue Vorgang der Probenverarbeitung ist in Kapitel 2.3.1.4 beschrieben.

Die Proben wurden sofort nach der Entnahme bei 4°C gekihlt und zentrifugiert
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Verwendet wurde das saure und mit Trichloressigsaure deproteinisierte Plasma
zur Messung des aktiven Metaboliten WR-1065. Aul3erdem wurde ein weiterer
Plasmauberstand zur Berechnung der Disulfide und des Amifostins analysiert.
Korst et al. (1997) benutzen zur Quantifizierung das gleiche Verfahren. Das in
der vorliegenden Studie benutzte Verfahren wurde in Anlehnung an das von
Shaw et al. (1986 a) entwickelte Verfahren durchgefihrt.

Bonner et al. (2002) fuhrten eine ahnliche Verarbeitung der Proben durch,
jedoch benutzten sie teils abweichende Inkubationszeiten bis zum Analysezeit-
punkt. Aul3erdem fihrten sie eine Messung von WR-1065 im Vollblut durch.
Dies stand unter dem Hintergrund, einerseits eine mogliche Oxidationen zu
verhindern und andererseits sowohl die ungebundene als auch die an

Plasmaproteine gebundene Form von WR-1065 zu ermitteln.

Die HPLC-Methode zur Messung von Amifostin und seiner Metaboliten wurde
erstmals 1984 von Shaw et al. publiziert. Diese Messmethode beruht auf der
Quantifizierung von WR-1065 und der darausfolgenden Berechnung der
Prodrug und der Ditihiole. In den dargestellten Studien wurde diese HPLC-
Methode durchgangig zur Quantifizierung benutzt.

In neueren Studien wird eine direkte Messung aller untersuchter Parameter
(Amifostin, WR-1065, Disulfide) durch die Verwendung eines zusatzlichen
Fluorosezenzdetektors, neben dem bereits etablierten elektrochemischen
Detektor, beschrieben (Bonner et al., 2000; Cassat et al. 2003 a; Shaw et al.,
1996). Dieser Trend wird mdglicherweise fiur weitere Studien von Bedeutung

sein.
Festzustellen ist aber, dass eine optimale Vergleichsfahigkeit der

pharmakokinetischen Daten anhand der angewandten Probenverarbeitung und

Analysemethode gegeben ist.
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4.5 Pharmakokinetische Daten

Die pharmakokinetischen Ergebnisse wurden fir beide Behandlungsgruppen in
Kapitel 3.1 dargestellt. Hier erfolgt eine Gegeniberstellung der pharmakologi-
schen Daten von Amifostin, WR-1065 und der Disulfide der vorliegenden Studie
zu den Daten der bisherigen Studien. Diese Gegenuberstellung erfolgt dabei

jeweils fur die einzelne Substanz als auch fir die jeweilige Patientengruppe.

4.5.1 Pharmakokinetische Analyse von Amifostin

In der Bioverfugbarkeit der Prodrug der beiden Behandlungsarme (AUC s.c. /
AUC i.v.) liel3 sich trotz der hohen Probenanzahl kein signifikanter Unterschied
ermitteln und wurde daher mit 100% angegeben.

Shaw et al. (1999) ermittelten an 12 gesunden mannlichen Probanden ein
Verhéltnis der Bioverfugbarkeit von  durchschnittich  72%  (95%
Konfidenzintervall 0,26 — 1,18; AUC s.c./AUC i.v.). Die subkutane Applikation
erfolgte analog; fir die intraventse Applikation wurde eine Dosis von 200mg/m?
verabreicht. Es wurde ,wie in der vorliegenden Studie, eine erhohte inter- und
intraindividuelle Variationsbreite fur die subkutane Route festgestellt.

In einer neueren Arbeit von Bonner et al. (2002), wurde an ebenfalls 12
mannlichen gesunden Probanden ein entsprechendes Dosierungsschema wie
von Shaw et al. verwendet. Um eine Vergleichbarkeit zu erreichen, wurde die
subkutane AUC auf eine Aquivalenzdosis der intravendsen AUC berechnet und
eine signifikante Bioverfugbarkeit von 40% angegeben. Es kam ebenfalls

wieder zu einer erhéhten Variationsbreite fur die subkutane Applikation.

In der vorliegenden Studie waren die Mehrzahl der intravendsen Proben sowie
samtliche subkutane Proben mit einer Dosis von 500 mg Amifostin absolut in
die Messung eingegangen um eine bessere Vergleichbarkeit der Absolutdosen
zu erreichen.

Um signifikante Aussagen dber das entsprechende Verhéltnis der

Bioverfugbarkeit zu machen st sicherlich grundsatzlich eine erhdhte
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Patientenzahl wiinschenswert (auch um eine Nivellierung der inter- und
intraindividuellen Variationsbreite zu erreichen). Demgegeniber steht der

enorme Aufwand der Probengewinnung- und analytik.

In dieser Studie wurde ein hohes nicht signifikantes Verteilungsvolumen Vss (fur
die subkutane Applikation von 246 I, S.D. 183 I; fur die intravendse Applikation
189 | S.D. 118 |) ermittelt, das auf eine hohe systemische Verteilung fur die
Prodrug hinweist.

Dieses Ergebnis steht vollig im Gegensatz zu den von Shaw et al. (1986 b)
publizierten Daten eines Verteilungsvolumens von lediglich 6,44 | (S.D.1,46).
Dabei wurden diese Daten im Rahmen einer Studie an 13 Patienten, denen

eine Single-Bolus-Dosis von 150mg/m2 Amifostin verabreicht wurde, ermittelt.

Fur die in dieser Studie ermittelte mittlere Verweildauer (MRT) und die
Clearance (CL) konnten ebenfalls keine statistisch signifikanten Unterschiede
der beiden Behandlungsgruppen festgestellt werden.

Die ermittelten Werte der Clearance (s.c. 1,68 I/min, S.D. 1,08 I/min; i.v. 1,87
I/min, S.D. 1,24 I/min) decken sich annahernd mit den Werten von Bonner et al.
(2002) (s.c. 1,66 I/min, S.D. 1,82 I/min; i.v. (200mg/m?) 1,48 I/min, S.D. 0,4).
Shaw et al. (1986 b) kamen zu einer Clearance von 2,17 I/min, S.D. 0,39 |/min
fur die intraventdse Applikation.

Ebenso liegen unsere Werte im Bereich der von Shaw et al. 1999 publizierten
Daten.

Im Ergebnis lasst sich somit eine schnelle Elimination der Prodrug aus dem

Plasma feststellen und entspricht den Feststellungen der bisherigen Studien.

In der vorliegenden Studie Ubertrifft die intraventse Peakplasmakonzentration
statistisch signifikant die subkutane Peakplamsakonzentration im Mittel um das
3-fache (Cmax cac 15,67 pmol/l S.D. 14,03 pumol/l s.c. gegenuber i.v. Cmax calc
53,29 umol/l S.D. 40,08 umol/l).

Bonner et al. (2002) kamen fur die subkutane Peakplasmakonzentration zu

einem ahnlichen Ergebnis (Cmax 16,3 pmol/l, S.D. 8,2 umol/l) allerdings lagen

67



ihre intraventsen Werte (Cmax 104,9 umol/l, S.D. 30,9 umol/l) deutlich tber
unseren Werten.

Dies lasst sich aus der unterschiedlichen Abnahme der intravendsen Proben
erklaren. In unserer Studie wurden die Proben nach einer vollstédndig erfolgten
Infusion von Amifostin entnommen. Bonner et al. verabreichten eine 7,5-
mindtige Infusion und nahmen die ersten Proben schon nach 5 Minuten. Der

Abnahmezeitpunkt lag somit innerhalb der Infusionszeit.

In der vorliegenden Studie wurden die maximalen Konzentrationen fur die
Prodrug durchschnittlich nach 6 Minuten (S.D. 1 min) erreicht.

Dieses Ergebnis findet sich auch in ahnlichen Studien (Bonner et al. 6,3 min,
S.D. 1,7 min; Korst et al. 1997 Konzentrationspeak am Ende einer 15-mindtigen
740mg/mz2 Infusion).

Der Zeitpunkt der maximalen Plasmakonzentration lag fur die subkutane
Behandlungsgruppe bei 35 Minuten (S.D. 22). Bonner et al. stellten diesen
Zeitpunkt bereits nach 23 Minuten (S.D. 13 min) fest.

Im Ergebnis entsprach also sowohl der Zeitpunkt wie auch die Quantitat der
Prodrug den Werten friherer Studien, wobei fir die subkutane Gruppe eine

leichte Verlangerung dieser Parameter festgestellt wurde.

Im Vergleich zu der Studie von Shaw et al. (1986 b) liegen die Halbwertzeiten
der intravendsen Gruppe dieser Gruppe fir die Verteilung (T %2 Vert.) und die
terminale Halbwertzeit (T ¥z ) deutlich héher. Die Zeitangaben von Shaw et al.
(0,9 min bzw. 8,8 min) deuten auf ein drittes Kompartiment hin, das noch vor
den mit unseren Abnahmeschemata bestimmten Kompartimenten liegt. Dieses
dritte Kompartiment konnte in der vorliegenden Studie aufgrund der fehlenden
kurzen Abnahmenzeiten nach der intravendsen Gabe (notwendig sind z.B. 10
Abnahmen innerhalb der ersten 10 min) nicht ermittelt werden.

Bei den subkutanen Daten konnte in dieser Studie nur die terminale
Halbwertzeit bestimmt werden, da die kirzeren Halbwertzeiten der Verteilung
durch die Absorption in das zentrale Kompartiment Uberlagert wurden. Hierzu

existieren bisher keine vergleichbaren Daten in der Literatur.
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4.5.2 Pharmakokinetische Analyse von WR-1065

Die pharmakokinetische Analyse von WR-1065 unterscheidet sich grundsatzlich
von der Analyse der Prodrug. Bei Messungen mit radioaktiv markierten C-
Amifostin konnte gezeigt werden, dass es bei der Prodrug nicht zu einer
Bindung an Plasmaproteine kommt (Shaw et al.,, 1997). Im Gegensatz dazu
wurde bei Messungen mit WR-1065 eine signifikante Menge reversibel an
Plasmaproteine gebunden (Shaw et al., 1994 a). Es ist daher mdglich die freie
und die gebundene Form von WR-1065 zu messen. In der vorliegenden Studie
wurde allein eine Messung der freien, nicht an Plasmaproteine gebundenen

Form, durchgefihrt.

Die Bioverfugbarkeit des aktiven Metaboliten WR-1065 liegt im subkutanen
Applikation statistisch signifikant Uber der Behandlungsgruppe der intravendsen
Applikation ( AUC s.c. 419,81 pmol/I*min, S.D. 299,91 pumol/*min; AUC i.v. 226,
25 pmol/*min; S.D. 156,16 pmol/I*min).

Im Vergleich zu Bonner et al. (2002) liegen die Werte der Bioverflugbarkeit
dieser Studie fur die subkutane Applikationsform Gber den von Bonner et al.
ermittelten Werte (419 pmol/I*min gegentber 332 pmol/I*min bei Bonner).
Genau umgekehrt verhélt es sich fir die Bioverfiigbarkeit bei der intravendsen
Applikationsform (226 pmol/I*min gegentber 447 pumol/I*min bei Bonner).
Bonner et al. ermittelten dartiber hinaus ein Verhaltnis der Bioverfigbarkeit von
68 % (i.v. vs. s.c., fur die gebundene Form von WR-1065). Der Unterschied
kann einerseits mit der unterschiedlichen Struktur des Patientengutes
(Tumorpatienten vs. gesunde Probanden) sowie andererseits mit den
unterschiedlichen Zeiten der Probenentnahme und gemessenen Form erklart

werden.
Fir die Daten der maximalen Konzentration von WR-1065 konnte in der

vorliegenden Studie eine statistisch signifikante Erhéhung fir die intravenése

Gruppe ermittelt werden (i.v. Cmax calc 10,41 pmol/l, S.D. 6,02 pmol/l vs. s.c. Cmax
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calc 6,36/ pmol, S.D. 5,79 pmol/l). Aufgrund der bereits dargestellten
unterschiedlichen Mel3methoden (frei vs. gebundene Form von WR-1065) ist
aber kein direkter Vergleich mit den Daten von Bonner et al. moglich. In dessen
Untersuchungen wurden ebenso signifikant erhdhte Daten fir den aktiven

Metaboliten in der intravendsen Gruppe gemessen.

Die intravendse Peakplasmakonzentrationen fur den aktiven Metaboliten
werden in der vorliegenden Studie im Mittel 6 min (S.D. 2 min) nach Applikation
der Prodrug erreicht. Damit ist sie weitgehend mit der bisherigen Datenlage zur
Pharmakokinetik von WR-1065 vergleichbar (Shaw et al., 1986; Korst et al.
1997).

Der Zeitpunkt fir die Peakplasmakonzentration von WR-1065 der subkutanen
Gruppe ist gegenuber der intraventsen Gruppe, wie schon fir das Amifostin
festgestellt, signifikant erhoht und liegt bei 28 min (S.D. 19 min). Der in dieser
Studie ermittelte Zeitpunkt ist im Vergleich zu dem von Bonner et al. (2002)
ermittelten Wert von 23 min (S.D. 13,6 min) leicht verlangert.

Die Verteilungshalbwertzeit T¥2a der subkutanen Gruppe lie3 sich aus den
bereits dargestellten Grinden nicht ermitteln (vgl. Kapitel 4.5.1).

Die entsprechenden Werte der intravendsen Gruppe liegen etwas unter den
von Korst et al. (1997) beschriebenen Daten (8 min vs. 10,8 min). Dies ist
maoglicherweise auf die erhdhte applizierte Dosis im Rahmen in dessen Studie

(740 mg/m2 vs. 320-500mg absolut) zurtickzufuhren.

Die Werte zur Eliminationshalbwertzeit T3 liegen bei der subkutanen
Applikation deutlich unter den intravendsen Werten (31 min vs. 111 min). Dies
deutet somit auf eine ladngere systemische Verweildauer des aktiven
Metaboliten in der intravendsen Gruppe hin.

Korst et al. (1997) erreichten nochmals deutlich erhdohte Werte fir die

Eliminationshalbwertzeit von 438 min.
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Sowohl die mittlere Verweildauer als auch die Clearance waren fur WR-1065 in
der intravendsen Gruppe der vorliegenden Studie signifikant erhéht (i.v. MRT
70 min, CL 13,6 I/min vs. i.v. MRT 43 min, CL 7,9 |/min).

Korst et al. lagen mit ihren MRT-Werten von 408 min fir die intravendse
Applikation nochmals deutlich Uber diesen Werten.

Diese erhohten Werte kdnnen maoglicherweise mit der Hypothese von Shaw et
al. (1994) erklart werden. Shaw et al gingen namlich davon aus, dass der
Metabolismus von WR-1065 einer Sattigungskinetik unterliegt. Sie zeigten,
dass eine Dosiserh6hung der Prodrug nicht zu einer entsprechend erhohten
Rate des aktiven Metaboliten fuhrte und die Clearance bei einer erhohten Dosis
sogar niedriger war als bei einer geringeren.

Da in anderen Studien dariiber hinaus keine Daten fir die Clearance von WR-

1065 ermittelt worden sind, kann hier auch kein weiterer Vergleich erfolgen.

Wie schon bei der Analyse der Prodrug wurde in der vorliegenden Studie auch
im Rahmen der Analyse des aktiven Metaboliten ein enorm hohes
Verteilungsvolumen fir beide Behandlungsschemata festgestellt (s.c. 774 1 S.D.
904 | vs. i.v. 867 | S.D. 625 I). Dies spricht ebenfalls fur ein hohes systemische
Verteilungsvolumen und damit zusammenhangend einer umfassenden

Protektion der gesunden Zellen.

Im Metabolismus von Amifostin hat der aktive Metabolit WR-1065 den
bisherigen préaklinischen und klinischen Untersuchungen zufolge die grofite
radio- und chemoprotektive Bedeutung (Cassat et al., 2003 b; 2002; Culy et al.
2001).

Unter diesem Gesichtspunkt sind die in dieser Studie ermittelten Werte fir eine
signifikant erhohte Bioverfigbarkeit sowie flr einen spéteren Zeitpunkt der
maximalen Konzentration der subkutanen Applikation von grol3er Klinischer

Relevanz fur den alternativen subkutanen Behandlungsweg.
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4.5.3 Pharmakokinetische Analyse der Disulfide

Uber den pharmakokinetischen Verlauf der symmetrischen (WR-33278) und
gemischten Disulfide ist bisher sehr wenig bekannt. Weder in praklinischen
Studien noch in Untersuchungen am Patienten wurden hierzu ausreichende
Daten ermittelt.

In dieser Studie konnte eine statistisch signifikante Erhdéhung der
Bioverfugbarkeit der Disulfide sowie eine Verlangerung der maximalen
Halbwertzeit in der subkutanen Behandlungsgruppe im Vergleich zur
intravendsen Behandlungsgruppe festgestellt werden. Im Vergleich zu Amifostin
und WR-1065 werden die Disulfide deutlich langsamer aus dem Plasma
eliminiert. Die maximale Konzentration (Cmax) liegt in der subkutanen Route
deutlich tber der der Intravendsen. (s.c. Cmax 135 pumol, S.D. 474 ymol vs. i.v.
Cmax 21,79 pmol, S.D. 8,73 umol).

Korst et al. (1997) berichteten im Rahmen einer intravendsen Behandlung von
einer 10-fach erhéhten Peakplasmakonzentration. Dabei muss allerdings die
erhohte Applikationsmenge von 740 mg/m? beachtet werden.

Die in dieser Studie ermittelte Verteilungshalbwertzeit T%a war im Vergleich zu
der von Korst et al. festgestellten Verteilungshalbwertzeit verzdgert (9 min vs. 3
min  bei Korst et al). Dariber hinaus wurde auch fir die
Eliminationshalbwertzeit T3 eine Verlangerung gegentber den Daten von

Korst et al festgestellt (T%23 198 min vs. 116 min bei Korst et al.).

Fur die subkutanen Werte ermittelten wurde in dieser Studie eine deutlich
kirzere Eliminationshalbwertzeit als in der Kontrollgruppe (s.c. T¥[3 128 min vs.
I.v. 198 min) ermittelt. Die Clearancewerte waren in der subkutanen Gruppe
wesentlich hoher als in der Intravendsen (s.c. 16 I/min S.D. 50,3 I/min vs. i.v.
1,92 I/min S.D. 1,36 I/min) allerdings mit hoher Variationsbreite.
Hierzu wurden bisher in anderen Studien keine Daten erhoben.
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Die klinische Bedeutung der absoluten Konzentration der Disulfide ist bisher
nicht bekannt. Fur die symmetrischen Disulfide ist eine gewisse protektive
Wirkung bekannt (Treskes et al., 1992). Diese ist allerdings schwacher
ausgepragt als fur den aktiven Metaboliten WR-1065. Interessant ist eine
maogliche Funktion als Austauschpool fir den aktiven Metaboliten (Shaw et al.,
1994 a). Unter diesem Aspekt ist die hohe Bioverfligbarkeit, die hohe maximale
Plasmakonzentration und deren spaterer Zeitpunkt bei der subkutanen

Applikation von Bedeutung.

4.6 Klinisches Profil
4.6.1 Blutdruckverlauf

In der vorliegenden Studie kam es in der intravendsen Behandlungsgruppe bei
keinem Patienten zu einer ausgepragten Blutdruckanderung (entsprechend
einem CTC Grad 0).

In einer umfangreichen Phase llI-Studie von Brizel et al. (2000) (153 Patienten
mit Kopf-Hals-Tumoren; i.v. Applikation von 200mg/m? Amifostin) trat im Verlauf
aller verabreichten Dosen in weniger als 1% der Félle eine Hypotension auf. In
3 % der Falle kam es an einem Behandlungstag zu einem Grad 3 CTC und in
15 % der Falle zu einer meist nur kurz andauernden Hypotension.

Rades et al. (2004) stellten in 28% der Falle eine Hypotension fest (10 % Grad
2 CTC, 18% Grad 3 CTC). Es wurden dabei insgesamt 39 Patienten mit Kopf-
Hals-Tumoren behandelt und eine intraventse Dosis zwischen 200 — 340

mg/m2 Amifostin appliziert.

In unserer Studie, wie auch in den beschriebenen Studien, wurde die
intravendse Gruppe mit einer Kurzinfusion dber den Zeitraum von 3 — 5 min
behandelt. Mdglicherweise ist eine noch kirzere Infusionsdauer (< 1 min) oder
eine Bolusinfusion (10 sec) fur eine intravendse Applikation vertraglicher
(Boccia, 2002). In der vorliegenden Studie kénnte unter Umstanden die geringe
Patientenanzahl der intravendsen Gruppe eine Hypotension verdeckt haben.
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In der Subkutangruppe ermittelten kam es bei einem Patienten an einem
Behandlungstag zu einer Hypotonie Grad 2 CTC. Auffalligerweise kam es bei 3
Patienten an je einem Behandlungstag zu einer Hypertonie.

Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den Daten von Koukourakis et al.
(2000) (70 Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren; 500 mg Amifostin s.c.). Hierbei
kam es zwar in 2 Féllen (3%) zu einer Hypotonie Grad 1 CTC aber in keinem
Fall zu einer Hypertonie.

In der Studie von Anné et al. (2002 a, b) an 54 Subkutanpatienten wird

hingegen von keinem einzigem Fall einer Hypo- oder Hypertonie berichtet.

Insgesamt wird in der existierenden Literatur zur subkutanen Applikation von
einer deutlich verringerten Toxizitat bezlglich einer Hypotension berichtet. Mit
unserer Patientenzahl ist diesbezuglich lediglich eine explorativer Aspekt gege-
ben. Das Auftreten einer Hypertonie bei einer subkutanen Applikation wurde

erstmals in der vorliegenden Studie festgestellt.

4.6.2 Nebenwirkungen bei der subkutanen/intraventsen Applikation

Eine detaillierte Darstellung ist aus Kapitel 3.3.2 ersichtlich.

In der vorliegenden Untersuchung trat in der Subkutangruppe in 3 Féllen aller
Behandlungstage eine Nausea/Emesis auf (2 Falle Grad 2 CTC, 1 Fall Grad 3
CTC).

In der Studie von Kouourakis et al. (2000) konnte zwar bei 70 untersuchten
Patienten kein einziger Fall Grad 3 CTC, aber in 33 % der Félle (23 Patienten)
ein Grad 1/2 CTC festgestellt werden.

In einer weiteren Untersuchung von Anné (2002 a) an 54 subkutan behandelten
Patienten kam es in 22% der Falle zu einer Nausea/Emesis.

Bardet et al.(2002) ermittelten in einer vorlaufigen Auswertung an 54 Patienten

eine etwas geringere Nausea- bzw. Emesisquote von 13 %.
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Bei der intravendsen Applikation kam es doppelt so haufig zu einer Nausea
oder einer Emesis (4 x Grad 2 CTC, 2 x Grad 3 CTC).

Ein verstarkte Auftreten dieser Nebenwirkungen bei der intraventsen
Applikation wurde auch im Rahmen anderer Studien festgestellt (Brizel et al.,
2000, 153 i.v. Patienten, 44 % Nausea, 37 % Emesis; Rades et al, 2004, 39 i.v.
Patienten, 26 % Emesis).

Es lasst sich somit ein Trend von einer verringerten Ubelkeit und eines
Erbrechens sowohl bei uns als auch in der Literatur fur die subkutane

Behandlung feststellen.

Eine Mucositis trat bei 3 intravents behandelten Patienten (2 Falle Grad 2 CTC,
1 Fall Grad 3 CTC) und bei 4 subkutan behandelten. Patienten auf (3 Falle
Grad 2 CTC, 1 Fall Grad 3 CTC).

In einer der umfangreichsten Studie (148 Patienten) zur intravendsen
Applikation von Amifostin erlitten 35 % eine akute Mucositis = Grad 3 CTC. Im
Vergleichsarm (153 Patienten) mit einer alleinigen radiotherapeutischen
Behandlung erkrankten 39 % der Patienten an einer akuten Mucositis = Grad 3
CTC (Brizel et al., 2000).

Ahnliche Daten fur das Auftreten einer Mucositits werden auch fir eine
subkutane Applikation berichtet. In der Studie von Anné (2002) erkrankten 33 %
von insgesamt 54 subkutan behandelten Patienten.

In einer Subkutanstudie von Koukourakis et al. (2000) an 19 Patienten trat
hingegen kein Grad 3 CTC auf, so dass eine signifikante Reduktion einer
Mucositits festzustellen war.

In unserer Studie wurde in beiden Behandlungsgruppen kein Unterschied
bezuglich der Protektion einer Mucositis festgestellt. Wie oben dargestellt, sind
auch die Ergebnisse anderer Studien unterschiedlich. Generell ist eine
Protektion einer schweren Mucositis mit den hier verwendeten Dosen fraglich.
Buntzel et al. (1998) favorisieren hierfir eine Dosierung von mehr als 300

mg/m2.
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Leichte Blutbildveranderungen (Grad 2 CTC) mit einem Hamoglobinabfall und
einem Leukozytenanstieg wurde in der vorliegenden Studie fur beide
Applikationsrouten ermittelt. Sie waren von vorriibergehender Natur und ohne
Einfluss auf die Patientensicherheit. Vergleichbare Daten werden in dieser

Form nicht beschrieben.

Das Auftreten einer Hypocalzamie wird in der Literatur mit < 1 % beschrieben
(Culy et al.,, 2001) und kann mit oraler Calcium oder Vitamin D Substitution
behandelt werden (Wadler et al., 1993, Glover et al., 1983). In keiner der beiden
Gruppen kam es zu einer Hypocalzamie.

Eine Beeintrachtigung des Bewusstseins erlitt lediglich ein Patient in der
subkutanen Gruppe an 3 Behandlungstagen (1 x Grad 3 CTC, 2 x Grad 2 CTC).
Ob dieser Effekt auf die Amifostinapplikation oder auf die Progression seiner
Grundkrankheit zurtickzufihren war, blieb unklar.

Auch in einer Ubersichtsarbeit von Dorr et al. (1999) wurde Uber
Bewusstseinsstorungen berichtet. Diese aul3erten sich in einer Schlafrigkeit der
Patienten mit einer langeren Infusionsdauer (= 15 min) in 25 % der Félle und
bei einer kurzen Infusionsdauer (< 15 min) in 10 % der Falle. Allerdings wurden
hdchst unterschiedliche Dosierungen verwendet.

Fur die subkutane Anwendung wurde bisher von keinen Bewusstseinstorungen
berichtet.

Fur den intraventésen Weg wird in der Literatur von unterschiedlichen, teils
ausgepragten, allergischen Reaktionen wie z.B. von einem generalisiertem
Exanthem, von Fieber, von Schittelfrost oder von Niesanféllen berichtet. Hierzu
variieren die Daten mit einer Spanne von 20,5 % (Rades et al. 2004) bis 25 %
der betroffenen Patienten (Dorr et al., 1999 fur Kurzinfusionen). Meist handelt
es sich um eine milde, nicht behandlungsbedurftige Verlaufsform.
Diesbezuglich stellten wir bei der intraventsen Gruppe keine derartigen

Reaktionen fest.
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Dagegen besteht das Hauptnebenwirkungsprofil der subkutanen Route aus
lokalen, teils systemischen allergischen Reaktionen und Schmerzen bei der
Injektion.

Es kam zu einer leichten Rotung des abdominellen Inketionsortes (Grad 1 CTC,
1 x Grad 2 CTC an einem Behandlungstag) bei allen subkutan behandelten
Patienten, wobei dies keinen Einfluss auf die Compliance hatte. Zusatzlich
berichteten 2 Patienten an vier Behandlungstagen tUber Schmerzen bei der
subkutanen Injektion. All diese Symptome waren aber ricklaufig wahrend der
weiteren Therapie.

Uber Hautreaktionen und Injektionsschmerzen berichteten auch andere
Autoren.

Anné et al. (2002 b) stellten bei 54 subkutan behandelten Patienten in 54 % der
Falle eine mit Amifostin assoziierte Hautreaktion fest (darunter 11 % Grad 3
CTC). Dies fuhrte in 13 % der Falle zu einem Therapieabbruch.

Koukourakis et al. (2000) stellten bei 70 behandelten Patienten in 8,5 % der
Falle eine lokale Rotung (Grad 1 CTC), in 17 % der Félle Schmerzen bei der
Injektion, in 5,7% der Féalle ein generalisiertes Exanthem (mit Therapiepause)

fest.

Ein Hauptgrund der allgemeinen Anwendung von Amifostin bei Kopf-Hals-
Tumoren liegt in der Pravention vor einer radiotherapeutisch induzierten akuten
wie auch spaten Xerostomie.

In beiden Gruppen der vorliegenden Studie entwickelten je 2 Patienten eine
Grad 2 CTC und eine Grad 3 CTC Xerostomie wobei sich die Grad 3 CTC
Xerostomie bei dem subkutanen Patienten im Verlauf der Behandlung zu einem
Grad 2 CTC besserte.

Insgesamt ist aber davon auszugehen, dass die Ergebnisse zum Auftreten
einer Xerostomie in Studien mit héherer Patientenanzahl aussagekraftiger sind.
In der Studie von Brizel et al. (2000) an einer intravends behandelten Gruppe
wurde eine akute Xerostomie = Grad 2 CTC in 51 % der Falle ermittelt

gegenuber in 78 % der Félle bei alleiniger Radiotherapie (148 Patienten). Fur
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die spate, und damit persistierende Xerostomie kam er zu einem Ergebnis von

34 % (Amifostintherapie + Radiotherapie) vs. 57 %. (alleinige Radiotherapie).

Im Rahmen einer Studie zur subkutanen Amifostinapplikation ermittelten Anné

et al. (2002 b), dass 56 % der Patienten eine akute Xerostomie (= Grad 2 CTC)

und 45 % eine spate Xerostomie erlitten (insgesamt 54 Patienten).

Es kann somit bei beiden Applikationsformen eine vergleichbare Préavention vor

einer Xerostomie festgestellt werden, wobei sich dies sowohl in dieser wie auch

in anderen, friheren Studien zeigte.

4.7  Schlussfolgerungen

Bei einer subkutanen Applikation von Amifostin ist eine

Bioverfugbarkeit zu 100 % gegeben.

Mit einer subkutanen Applikation kann eine systemisch hohere
Bioverfluigbarkeit sowohl fir den aktiven Metaboliten WR-1065 wie
auch fur die Dithiole erreicht werden. Zusammen mit einem spateren
Konzentrationsmaximum ermdglicht dieses Ergebnis ein grol3eres
Zeitfenster zwischen der subkutanen Applikation und der
anschlieBenden Radiotherapie. Insgesamt fuhrt dies zu einer

vereinfachten klinischen Anwendung von Amifostin.
Ein hohes Verteilungsvolumen aller gemessenen pharmakokineti-
schen Parameter deutet auf ein hohes systemisches Verteilungsvo-

lumen hin.

Bei der subkutanen Applikation besteht keine Notwendigkeit einer

Blutdruckiberwachung.

Mit der subkutanen Applikation wird eine der intravendsen Applikation

vergleichbare Pravention vor einer Xerostomie erreicht.
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VI.

VII.

Es kommt zu einer verringerten Rate von Ubelkeit und Erbrechen bei
der subkutanen Behandlung. Dies geht allerdings mit einer erhéhten

Rate von allergischer Reaktionen einher (v.a. Hautreaktionen).

Es sind weitere Untersuchungen zu der hohen inter- und

intraindividuellen Variabilitat der Subkutangruppe erforderlich.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund:

Amifostin (Ethyol®), ein phosphorylierter Aminothioalkohol mit der chemischen
Bezeichnung S-2[3-aminopropylamino]-ethyl-thiophosphorsaure, ist eine Sub-
stanz mit einem breiten zytoprotektiven Spektrum fir die radio- und chemothe-
rapeutisch induzierten Nebenwirkungen. Die Substanz fungiert dabei im Sinne
einer Prodrug. Daraus wird, in Abhangigkeit von der alkalischen Phosphatase,
der dephosphorylierte aktive Metaboliten WR-1065 gebildet. Dieser ist fur die
protektiven Wirkungen hauptsachlich verantwortlich. Weitere Oxidationen
fuhren zu den entsprechenden symmetrischen (WR-33278) und gemischten
Disulfiden.

Die Zulassung der Substanz ist bisher lediglich auf eine intravendse Applikation
beschrankt. Hier zeigten sich bei radiotherapeutisch behandelten Patienten mit
Kopf-Hals-Tumoren eine signifikante Reduktion einer Xerostomie und eine
wesentlich héhere Lebensqualitéat der betroffenen Patienten.

Préaklinische Daten weisen auf eine signifikante Bioverfligbarkeit dieser
Substanz auch bei einer subkutanen Applikation hin. In der vorliegenden Arbeit
sollten erstmals umfangreiche Daten zur Pharmakokinetik von Amifostin und
seiner Metaboliten, dem Kklinischem Outcome und Vertraglichkeit fur die
subkutane Anwendung, im direkten Vergleich mit einer intravendsen
Kontrollgruppe, im gesamten postoperativen Verlauf von Patienten mit HNO-

Tumoren erhoben werden.

Material und Methoden:

Die 9 an der Studie teilnehmenden Patienten wurden auf 2 Behandlungsgrup-
pen, bestehend aus einer subkutanen (Gruppe 1 = 5 Patienten) und einer intra-
vendsen Gruppe (Gruppe 2 = 4 Patienten), aufgeteilt. Es handelte sich dabei
um postoperativ bestrahlte Patienten mit Tumoren im Kopf-Hals-Bereich (T1 —

T4), bei denen keine Metastasen festgestellt wurden und die sich keiner
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Chemotherapie unterzogen. Die Dosierung lag bei 500 mg Amifostin absolut
(subkutan) bzw. bei 320 — 500 mg Amifostin (intravends). Die Applikation
erfolgte im Zeitraum zwischen 30 — 45 min vor einer fraktionierten Bestrahlung
an 5 Tagen pro Woche. Dies wurde entsprechend Uber den gesamten
postoperativen Verlauf (6 — 7 Wochen) durchgefuhrt. Es wurden Blutproben an
2 — 3 Tagen pro Woche bei jedem der Patienten entnommen. Insgesamt
konnten auf diese Weise liber 800 Plasmaproben gewonnen (s.c. n = 448, i.v. n
= 378) und Uber 2100 Einzelanalysen ausgewertet werden.

Fur die quantitative Bestimmung von Amifostin, des aktiven Metaboliten WR-
1065 und der Disulfide wurde eine RP (reversed phase)-HPLC-Methode mit
elektrochemischer Detektion verwendet. Die Nachweisgrenze lag bei 10ng/ml
fur WR-1065. Die Genauigkeit der taglichen Messungen variierte zwischen 5%
und 15%; die Prazision lag bei 8%. Das Amifostin wurde durch eine saure
Hydrolyse (42°C, 12 h) in seinen aktiven Metaboliten tberfuhrt. Die Disulfide
wurden durch Reduktion mit Dithiothreitol (20ul 50 mM DTT, 15 min bei
Raumtemperatur) zu WR-1065 umgesetzt. Eine Quantifizierung von Amifostin
als auch seiner korrespondierenden Disulfide erfolgte nach Umsetzung durch
Subtraktion der initial gemessenen WR-1065 Spiegel.

Das Nebenwirkungsprofil wurde nach den CTC-Kriterien erfasst.

Ergebnisse und Schlussfolgerung:

Eine Bioverfugbarkeit von Amifostin in der subkutanen Applikationsroute ist zu
100% gegeben. Folglich ist eine subkutane Behandlung méglich.

Durch die signifikant erhdhte Bioverfiigbarkeit des aktiven Metaboliten WR-
1065 sowie das spatere Konzentrationsmaximum eroffnet sich ein vergroRertes
Zeitfenster und ergibt sich eine verbesserte Praktikabilitdt der folgenden
Radiotherapie. Hinsichtlich des klinischen Wirkungsprofils wird bei der
subkutanen Applikation eine der intraventsen Applikation vergleichbare
Xerostomieprophylaxe erreicht. Die klinische Vertraglichkeit und das geringere
Toxizitatsprofil der subkutanen Gruppe ermdglicht eine einfachere und sichere

Handhabung der Substanz. Die hohe inter- und intraindividuelle Variationsbreite
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der subkutanen pharmakokinetischen Daten und die intrazellulare Kinetik

sollten in einer weiteren randomisierten Phase |lI-Studie untersucht werden.
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