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1  Einleitung

1.1 Maligne Tumore im Kopf-Hals-Bereich

Im Jahre 2002 erkrankten in der Bundesrepublik Deutschland nach Schatzung des Robert-
Koch-Instituts etwa 424 250 Menschen an einer bdsartigen Tumorerkrankung. Bei 13 650
der Betroffenen wurden Malignome im Bereich des Kopfes und des Halses diagnostiziert.
Die Inzidenz ist bei M&nnern dreimal so hoch wie bei Frauen. Bei Mannern nehmen diese
Malignome den sechsten Platz in der Sterbestatistik der tumorbedingten Sterbefélle ein.
Bei Frauen sind diese Erkrankungen nicht unter den zehn h&ufigsten tumorassoziierten
Todesursachen zu finden.!

Die Inzidenz und Mortalitatsrate der Malignome im Bereich des Kopfes und des Halses
stieg in den letzten Dekaden des 20. Jahrhunderts stetig an, wobei es ab 1990 zu einer

Stagnation und einem anschliefenden Riickgang der Mortalitatsrate kam (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Altersstandardisierte Mortalitatsrate in Deutschland, Stand 2003, Manner *

Diese Anderungen der Mortalitatsraten hangen mit dem Konsum von Nikotin und Alkohol
zusammen. Diese Noxen sind die beiden Hauptrisikofaktoren fur die Entstehung eines

Karzinoms im Kopf- und Halsbereich. Bei Vorliegen beider Risiken wird ein Uberadditiver
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Effekt beschrieben.? Neben den hauptsachlich verantwortlichen exogenen Noxen spielen
aullerdem eine genetische Préadisposition und infektidse Erreger wie z.B. Humane
Papilloma-Viren und das Epstein-Barr-Virus eine Rolle.® Die Entstehung der Karzinome
erfolgt als Mehrstufenprozess uber eine Schleimhautschadigung durch exogene Noxen. Es
entstehen Hyperkeratosen und Epitheldysplasien, die zu einer malignen Entartung fuhren
kdnnen. Histologisch handelt es sich zu 90% um Plattenepithelkarzinome. In geringerem
Prozentsatz treten Adenokarzinome, Melanome, Lymphome und Metastasen anderer

Primartumore auf.*

Bei Verdacht auf einen malignen Tumor erfolgen eine ausfuhrliche Anamnese und eine
korperliche Untersuchung. Im Vordergrund der Diagnostik steht die Panendoskopie mit
Biopsie. Nach Feststellung eines Karzinoms sollte mittels Computertomographie,
Magnetresonanztomographie und Sonographie die Ausbreitung des Tumors und ein Befall

des zervikalen Lymphabflussgebietes sowie eine Fernmetastasierung untersucht werden.

Das Therapiekonzept fur die Behandlung von Kopf-Hals-Malignomen ist ein multimodales
Konzept.> ° Je nach Lokalisation, Entitat und Stadium kommen chirurgische Verfahren,
Strahlentherapie und Chemotherapie zum Einsatz.” Das chirurgische Standardverfahren
zervikal metastasierter Karzinome war Uber viele Jahre die Enbloc-Resektion mit radikaler
Neck Dissection. Dabei wurden zusatzlich zum Lymphabflussgebiet die Vena jugularis
interna, der Musculus sternocleidomastoideus und der Nervus accessorius entfernt.
Inzwischen liegen sehr gute Ergebnisse mit der sogenannten selektiven oder modifiziert
radikalen Neck Dissection vor, bei der nicht-lymphatische Strukturen geschont werden. Bei
der selektiven Neck Dissection werden nur bestimmte Regionen des Lymphabflussgebietes

entfernt.®

Bewéhrt hat sich die postoperative Radiotherapie mit oder ohne Chemotherapie zur
Verringerung eines Lokalrezidives und zur Verlangerung der Uberlebensrate. Bei
inoperablen oder rezidivierten Tumorerkrankungen ist eine primdre Radiochemotherapie
Therapie der Wahl.® '° Eine primare Chemotherapie ist bei Kopf-Hals-Malignomen nicht
ratsam. In den letzten Jahren stagnierten die Ansprechraten bei alleiniger Chemotherapie

im Kopf-Hals-Bereich bei maximal 30%.
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Als palliative Chemotherapie bei Fernmetastasen wird eine Kombination der Zytostatika
5-Fluoruracil, Cisplatin sowie des EGFR-Rezeptorantikdrpers Cetuximab eingesetzt.*? Es

kommen aber auch Taxane und andere Kombinationstherapien zum Einatz.*®

Die Prognose hat sich in den letzten Jahrzenten unwesentlich verbessert. Es missen
deshalb neue Therapieoptionen entwickelt werden, um groRere Therapieerfolge zu

erzielen.

In klinischer Erprobung finden sich einige neue Therapieverfahren wie Laserchirurgie,
interstitielle Thermotherapie, photodynamische Therapie (PDT), PDT kombiniert mit
Strahlentherapie und die antivaskulare Therapie.** Erfolgversprechende Ansatze in der
Behandlung besonders therapieresistenter Patienten finden sich in der Targettherapie.

Der Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) als wichtiger Faktor bei der Entstehung
und Progression von Tumoren im Kopf-Hals-Bereich ist ein Ansatzpunkt -einer
zielgerichteten Chemotherapie. Mit der Entwicklung eines monoklonalen Antikorpers
gegen den EGFR (Cetuximab) konnten Langer et al. eine Verlangerung der Uberlebenszeit
der Patienten mit Kopf-Hals-Karzinom in Kombination mit Strahlen- bzw. Chemotherapie
zeigen™ und mittlerweile ist dies insbesondere bei palliativer Radiochemotherapie Mittel
der Wahl bei Kopf-Hals-Tumoren.*?

Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind erste klinische Prufungen einer neuartigen

antivaskuldren Targettherapie bei Kopf-Hals-Karzinomen.
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1.2 Antivaskulare Tumortherapie

Seit etwa 100 Jahren ist bekannt, dass maligne Tumore ein eigenes GefaRsystem bilden.™
Dieses GeféalRsystem wurde damals als Folge einer Entziindungs- und Immunreaktion in
nekrotischem Tumorgewebe erklart."’

Im Gegensatz dazu propagierte Judah Folkman 1971 die Notwendigkeit von Angiogenese
fur das Wachstum und die Metastasierung von malignen Tumoren. Er beschrieb die
Angiogenese als einen Prozess der Neubildung von BlutgefédRen aus dem Endothel des
bereits persistierenden Blutgefalisystems im Korper, das fir das Wachstum solider Tumore
essentiell ist. Der Angiogeneseprozess wird durch eine Vielzahl von stimulierenden (z. B.
basic- und acidic Fibroblast Growth Factor, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E) und hemmenden Zytokinen (z. B. Angiostatin, Interferon-alpha,
Thrombospondin-1) reguliert. Bei einigen Erkrankungen des Auges, des rheumatischen
Formenkreises, aber auch Tumorerkrankungen gerét diese Balance zwischen Aktivatoren
und Inhibitoren aufler Kontrolle. Durch den Einfluss verschiedener Onkogene oder
Milieuveranderungen kommt es zu einem Uberwiegen der Aktivatoren, was die

Neubildung von GefaRen zur Folge hat.'®

Bei malignen Erkrankungen kommt es zun&chst zur genetischen Entartung von Gewebe
und damit zur Entstehung eines Tumorzellkonglomerates von einigen Millimetern
Durchmesser. Dieses kann jedoch ohne ein GefaRsystem, das Sauerstoff und Nahrstoffe
zufiihrt, nicht weiter wachsen. In diesem frihen Stadium kann das Karzinom lange in
einem klinisch unauffalligen Ruhezustand verweilen (tumor dormancy).’® Durch den
sogenannten angiogenetischen ,,Switch* wird die Angiogenese ausgeldst und der Tumor
kann weiter proliferieren und sich klinisch manifestieren.’ Dieser Vorgang kann durch
Hypoxie, weitere Genmutationen, die Aktivierung von Onkogenen oder die Inaktivierung
von  Tumorsuppressorgenen  ausgelést  werden. Es  werden dann  mehr
angiogenesestimulierende Substanzen produziert, die neue Geféle in den Tumor
einwachsen lassen. Sie ermdglichen GroRenwachstum und durch Anschluss an das Blut-

und Lymphsystem schlieBlich auch eine Metastasierung.”*

Diese Erkenntnisse inspirierten das neuartige Therapiestrategiekonzept der Inhibition der

Tumorneovaskularisation bei der Behandlung von Tumorerkrankungen. Folkman


http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?key=VEGF%2dB�
http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?key=VEGF%2dC�
http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?key=VEGF%2dD�
http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?key=VEGF%2dE�
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formulierte und bewies schlielich auch die Hypothese, dass durch Hemmung der
Angiogenese ein weiteres Wachstum und die Metastasierung verhindert werden kann.*® In
den letzten Jahren wurden sehr viele Méglichkeiten der Inhibition entwickelt.??
Antiangiogenetische Substanzen wirken dabei direkt inhibierend auf das Wachstum der
schnell proliferierenden Endothelzellen der neugebildeten Geféalle oder durch Hemmung
der angiogenesefordernden Faktoren.”® VEGF und die zugehdrigen Rezeptoren spielen
eine zentrale Rolle bei der Regulation der Angiogenese und stehen deswegen im
Mittelpunkt vieler Therapieansétze. Eine bereits auch klinisch nachgewiesene effektive
Moglichkeit der Inhibition bietet z.B. der monoklonale Antikorper Bevacizumab
(Avastin®) gegen den Wachstumsfaktor VEGF.** Dies ist die erste antiangiogenetische
Wirksubstanz, die nach erfolgreicher klinischer Prifung in einer Phase-ll1-Studie zur

Standardtherapie bei der Behandlung kolorektaler Karzinome geworden ist.%

Seit Beginn der antiangiogenetischen Therapie und nach einigen Jahren der klinischen
Erprobung sind die Resultate allerdings insgesamt noch unbefriedigend. Die in
Tierversuchen erzielten vielversprechenden Ergebnisse konnten in klinischen Studien bei
weitem nicht immer erreicht werden.?® Ein Nachteil in der antiangiogenetischen Therapie
liegt darin, dass der Tumor zum Zeitpunkt der Diagnose bereits eine kritische Grolie
erreicht hat und bei optimalem Erfolg die Antiangiogenese nur eine weitere Progression
verhindern kann.?’

1984 wurde von Juliana Denekamp ein alternatives Konzept formuliert, das Endothel der
Tumorblutversorgung als Angriffspunkt fir neue medikamenttse Strategien zu benutzen.
Das Endothel der TumorgefaRe unterscheidet sich wesentlich von physiologischen
GefaRendothelien.?® Die TumorgefdRe zeichnen sich durch eine chaotische
GefaBarchitektur, Endothelzellliicken und durch eine liickenhafte Basalzellmembran aus.?
Deshalb werden die TumorgefaRe auch als ,,MosaikgefaRe“ bezeichnet.*® Die Permeabilitat
des Endothels und der interstitielle Druck in den GeféRen sind entscheidend daftr, ob
systemisch verabreichte Zytostatika den Tumor erreichen kénnen.

Durch die direkte Destruktion von etablierten TumorgefélRen konnte der Tumor nicht nur
am Wachsen gehindert, sondern auch in Regression gebracht werden. Diese Form der
antivaskuldaren Therapie wurde von Juliana Denekamp als Vascular Targeting
bezeichnet.®® Durch den gezielten Angriff auf das TumorgefaBendothel konnte bereits
experimentell eine Embolisation und damit eine Tumorregression erreicht werden.*

Aulerdem hofft man, durch den gezielten Einsatz von Wirksubstanzen am Endothel
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weniger Nebenwirkungen auszulésen als es bei herkdmmlichen systemischen
Chemotherapien der Fall ist. Ein weiterer Vorteil besteht in der Tatsache, dass das
Endothel keine Resistenzen gegeniiber antivaskulédren Wirksubstanzen entwickeln kdnnte.
Dieser Umstand liegt daran, dass das Endothel keine neoplastische Struktur ist und durch
fehlende Mutationen keine Resistenzen gegeniiber der Chemotherapie entwickeln kann.*
Durch das Missverhaltnis zwischen der Masse an Tumorzellen und den Tumorblutgefélien,
konnte durch den Tod einer Endothelzelle der Tod von bis zu 100 Tumorzellen erreicht
werden.?

Um das Vascular Targeting als eine Sonderform einer Targettherapie verwirklichen zu
kdénnen mussten Wirkstoffformulierungen entwickelt werden, die selektiv das Endothel der
Tumorgefale erreichen. Einerseits gibt es niedermolekulare Substanzen, die direkt an das
Endothel binden und wirken kénnen.** Andererseits gibt es Kombinationen, die aus einer
an einen Endothelrezeptor bindenden Komponente und einer Wirksubstanz bestehen. Zu
dieser Gruppe gehort z.B. ein Antikdrper gegen den VEGF-Rezeptor in Verbindung mit
einer zytotoxischen Substanz, der zumindest in der praklinischen Phase duBerst effektiv
war.®* Eine weitere erfolgsversprechende Option ist das Vascular Targeting mittels
kationischer Liposomen.

1.3 Vascular Targeting mittels kationischer Liposomen

Liposomen sind sphérische, in sich geschlossene Vesikel aus einer Phospholipid-
Doppelschicht und einem hydrophilen Innenraum. Die Herstellung der kationischen
Liposomen erfolgt durch die Lipidfilmmethode und durch Durchlaufen mehrerer
Extrusionszyklen.** Aufgrund ihrer Struktureigenschaften eignen sie sich durch die
Enkapsulierung verschiedener Wirksubstanzen als Transportmedium fiir wasserldsliche
und fettlosliche Substanzen.®® Seit etwa 20 Jahren werden kationische Liposomen vor
allem in gentherapeutischen Studien zur Kompensierung von Nukleinsauren verwendet.*
Sie werden dartiber hinaus als Transportvesikel fur Antibiotika oder Chemotherapeutika
eingesetzt.®” Hierbei zielte man allerdings auf die Reduktion von Toxizitat durch
Veranderungen der Pharmakokinetik.

Die Beobachtung, dass sich kationische Liposomen bevorzugt relativ stark an die negativ
geladene Glykokalix des Endothels der neugebildeten Tumorgeféalie anlagern, eréffnete die

Maéglichkeit des Einsatzes derartiger Liposomen fiir das Vascular Targeting.*® %
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Tierversuche zeigten eine bis zu 30-mal héhere Konzentration der kationischen Liposomen

am Tumorendothel im Vergleich zum Endothel in nicht neoplastischen Geweben.*°

Abbildung 2:  Schematische Darstellung eines kationischen Liposoms. Kationische Liposomen sind
sphérische Vesikel aus einer Phospholipiddoppelschicht und einem hydrophilen Innenraum.
Die positive Oberflachenladung entsteht durch die Wahl der Lipide bei der Synthese.

Dellian postulierte 2002 die Verwendung von kationischen Liposomen zur Targettherapie
von Kopf-Hals-Malignomen.*!

Zunachst konnte in Tierversuchen gezeigt werden, dass sich mit einem fluoreszierenden
Farbstoff markierte kationische Liposomen bevorzugt am Endothel der TumorgefaRe
anlagern.”” Durch die selektive Anreicherung der kationischen Liposomen in den
Tumorblutgeféalien konnte die Gesamtdosis eines Chemotherapeutikums verringert werden,
wenn es enkapsuliert werden koénnte. Am Zielort kdnnte damit sogar eine hohere
Konzentration erreicht werden.*? Daraus kénnte eine effektivere und besser vertragliche
Chemotherapie resultieren. Es wurde gezeigt, dass die Verteilung der Liposomen innerhalb
des Tumors von der Hohe der positiven Ladung abhéngt, wobei die Erhdhung der positiven
Gesamtladung eine Anreicherung der Liposomen spezifisch im vaskuldren Kompartiment

des Tumors zur Folge hat.***
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Obwohl der genaue Mechanismus dieser ladungsvermittelten Interaktion noch nicht genau
geklart ist, erscheint die erhdhte Expression anionischer Phospholipide auf dem
Tumorepithel als Bindungsstellen fiir kationische Liposomen am wahrscheinlichsten.®® #°

Auf der Suche nach einem geeigneten Zytostatikum zur Enkapsulierung in kationische
Liposomen bot sich der Mitosehemmstoff Paclitaxel an, da dieser aufgrund seiner
Lipophilitat verhaltnismaBig einfach und stabil enkapsuliert werden kann. In anderen
Studien wurde diese Substanz bereits mit ungeladenen Liposomen kombiniert. Hierbei

konnten deutliche Vorteile im Nebenwirkungsprofil gezeigt werden.*®*’

1.4 Paclitaxel

Paclitaxel wurde 1963 als Wirkstoff der Pazifischen Eibe (Taxus brevifolia) entdeckt. 1971
gelang die Identifizierung der chemischen Strukturformel (siehe Abbildung 3).*® In den
ersten Jahren nach der Entdeckung wurde der Substanz kein grof3er Stellenwert bei der
Tumortherapie zugeschrieben. Erst Ende der 70er Jahre des letzten Jahrhunderts mit der
Erkenntnis des Wirkmechanismus begannen die Taxane mehr und mehr an Bedeutung zu
gewinnen. Zum Einsatz kamen die Taxane zuerst in der Behandlung von Brust- und
Ovarialkarzinomen. Bei fortgeschrittenem Ovarialkarzinom wurden selbst bei
platinrefraktaren Patientinnen Ansprechraten zwischen 15 und 50% erzielt*® und die
Kombination mit Carboplatin gilt mittlerweile als First-Line-Therapie beim
fortgeschrittenen Ovarialkarzinom.”® Auch Patientinnen mit Mammakarzinom werden im
metastasiertem Stadium unter anderem mit Taxanen therapiert.>* Mittlerweile wurden auch
Erfolge bei nicht-kleinzelligen  Bronchialtumoren erzielt®®> Andere klinische
Arzneimittelpriufungen ergaben eine Wirkung bei der Behandlung von Tumoren im Kopf-
Hals-Bereich.>*** Hier wurden sie als second-line Therapeutika verwendet.

Paclitaxel hemmt die Mitose Uber die Hemmung des Abbaus der Mikrotubuli, die wéhrend

der Zellteilung fiir den Spindelapparat notwendig sind.
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Abbildung 3: Strukturformel von Paclitaxel

Ein Problem bei der Anwendung ist die schlechte Wasserldslichkeit. Man musste
Paclitaxel deshalb in der klinischen Anwendung mit dem Losungsvermittler Cremophor
EL (polyoxyethyliertes Rizinusol) verwenden (Taxol ® Bristol-Myers Squibb, New York,
USA). Hypersensitivitatsreaktionen, die in der Therapie mit dieser Paclitaxel-Formulierung
auftreten, sind in erster Linie auf dieses Losungsmittel zuriickzufihren.® Eine
Pramedikation vor Paclitaxelgabe ist deshalb mit H1- und H2-Antagonisten sowie mit
Kortikosteroiden dblich. Um diese Nebenwirkungen zu reduzieren, wurden auch bereits

liposomale Paclitaxelformulierungen ohne kationische Oberflachenladung evaluiert.>®

Weitere wichtige und hédufige Nebenwirkungen von Taxol sind Neutropenie,
Thrombozytopenie, Neuropathie, Haarausfall, Mukositis, Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall,
Myalgien, Hypotension und irreversible Schadigungen peripherer Nerven und des
Herzens.”’

Paclitaxel selbst wird dariber hinaus eine antiangiogenetische Wirkung zugeschrieben.*® *°
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1.5 Préklinische Evaluation von Paclitaxel enkapsuliert in
kationische Liposomen (EndoTAG®-1)

In Kombination mit ungeladenen Liposomen konnten die Nebenwirkungen von Paclitaxel
verringert werden, wenngleich die Wirkung gegeniiber der Monotherapie von Paclitaxel
nicht verbessert werden konnte.*® #’

Durch die Enkapsulierung von Paclitaxel in kationische Liposomen (EndoTAG®-1)

erhoffte man sich eine verbesserte Wirkung und geringere Nebenwirkungen.

Paclitaxel
(Taxol®)
Liposomales Paclitaxel
(EndoTAG®-1)
Abbildung 4: Kationische Liposomenkomplexe mit Paclitaxel

In unserer Arbeitsgruppe wurde die neuartige Paclitaxelformulierung unter Verwendung
von syrischen Goldhamstern mit dem Hamstermelanom A-Mel-3 in einer transparenten
Riickenhautkammer in einer Reihe von Untersuchungen praklinisch evaluiert.®*®
Zunachst konnte die selektive Anreicherung positiv geladener Liposomen im Bereich des

Tumorendothels in diesem Tumormodellsystem gezeigt werden.*?

Es folgten weitere in vivo Versuche mit Paclitaxel enkapsuliert in kationische Liposomen,
um die Wirksamkeit zu tGberprifen. Die Tiere wurden in vier Gruppen eingeteilt. Wahrend
eine Gruppe liposomales Paclitaxel bekam, erhielten die anderen Gruppen entweder eine
Glukoseldsung, unbeladene kationische Liposomen oder freies Paclitaxel. Es konnte ein
verzogertes Tumorwachstum sowie ein verspatetes Auftreten von Metastasen nach

Therapie mit Paclitaxel enkapsuliert in kationische Liposomen gezeigt werden.*
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Die Analyse des Tumorgewebes zeigte eine deutlich reduzierte GefaRdichte, verkleinerte
GefaRdurchmesser, reduzierte BlutflieBgeschwindigkeiten und eine reduzierte Perfusion.®
Es erfolgte eine weitere Untersuchung der Tumorperfusion mittels funktioneller
Magnetresonanztomographie. Hier konnte nach Behandlung mit Paclitaxel enkapsuliert in
kationische Liposomen ein deutlich geringeres Blutvolumen im Bereich der Tumore
nachgewiesen werden. Dabei ergab sich die Magnetresonanztomographie als Klinisch
anwendbares  Monitoringverfahren  der  antivaskularen  Behandlung.t*%®  Auch
immunhistologisch konnte eine geringere intratumorale GefaRdichte nach Behandlung mit

Paclitaxel in kationischen Liposomen nachgewiesen werden.®

Es wurde in vitro eine Interaktion der kationischen Liposomen mit Blutzellen beobachtet.
Besonders Thrombozyten und Leukozyten gingen eine Verbindung mit den kationischen
Liposomen ein, so dass es in vivo zu einem kurzzeitigen Abfall der Thrombozyten- und
Leukozytenzahlen im Blut kam. Es war davon auszugehen, dass sich ein betrachtlicher Teil
des Injektionsvolumen an kationischen Liposomen voriibergehend am Alveolarepithel der

Lunge und in der Leber finden miisste.®®

Die Thrombozytenaktivierung scheint aber wesentlicher Bestandteil des Wirkmechanismus
von Paclitaxel enkapsuliert in kationische Liposomen zu sein. Es konnte gezeigt werden,
dass es bei der Therapie zu tumorselektiven Mikrothrombosen und Perfusionsausféllen
kommt.®®

Schwerwiegende Nebenwirkungen sind im Tierexperiment an Korpergewichtsverlusten
oder Verhaltensanderungen der Tiere zu erkennen. Dies war bei den Tierexperimenten

allerdings nie der Fall.

Nichtsdestotrotz sind Nebenwirkungsprofile in Tierexperimenten nur unzureichend zu
erstellen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb zu untersuchen, ob kationische
Liposomen beim Menschen angewendet werden konnen, und ob die Formulierung
liposomalen Paclitaxels (EndoTAG®-1) auch wirksam ist.

Hierzu wurden zwei klinische Studien von der Ethikkommission genehmigt:
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In der ,Studie zur Sicherheit und tumorselektiven Anreicherung von Kkationischen
Liposomen (CTLRO02-Studie)“ wurden Patient/inn/fen mit neu aufgetretenem und
resektablem Kopf-Hals-Karzinom unmittelbar vor der operativen Therapie kationische
Liposomen intravents verabreicht. Geprift wurden die Vertraglichkeit als priméres
Studienziel und die selektive Anreicherung am Tumorendothel des entnommenen
Tumorpraparats als sekundéres Studienziel.

In der ,,Studie zur Sicherheit und Effektivitat von Paclitaxel enkapsuliert in kationische
Liposomen (CTLPO3-Studie)* bekamen Patient/inn/en mit therapieresistentem Kopf-Hals-
Tumor liposomales Paclitaxel. Priméres Studienziel war auch hier die Vertraglichkeit und
als sekundares Studienziel wurde die Effektivitat der antivaskuldren Therapie mittels

bildgebender Verfahren untersucht.

Zur Beurteilung der Vertraglichkeit sollte neben wichtigen Parametern wie Herzfrequenz,
Blutdruck, EKG wund Sauerstoffsattigung besonderes Augenmerk auf Blutbild-
verdnderungen gelegt werden, da Thrombozyten und Leukozyten mit Kationischen
Liposomen interagieren. Zur Erkennung von Umverteilungsvorgangen in Lunge und Leber
sollten neben der Sauerstoffsattigung auch die Transaminasen bestimmt werden. Zur
Beurteilung der Wirksamkeit sollten Tumormarker bestimmt werden und vor allem
bildmorphologische GroRenmessungen durchgefiihrt werden. Als Tumormarker sollten
SCC, CEA und CYFRA-21 im Serum gemessen werden, die im Bereich der Kopf-Hals-
Tumore als klinische Verlaufsparameter beschrieben wurden.®”®® Allerdings sind diese
Parameter bezlglich ihrer Aussagekraft zur Wirksamkeit einer Chemotherapie limitiert
und umstritten.®

Desweiteren sollten das Zytokin Interleukin-6, das Fibrinogenspaltprodukt D-Dimer und
der Tumornekrosfaktor-a. bestimmt werden, da man sich durch diese Werte aufgrund
vorhergehender Studien Aufschluss ber die Wirksamkeit und die Beeinflussung des

Tumors und der TumorgefaRe durch die Studienmedikation erhoffte.

Interleukin-6 spielt eine wichtige Rolle bei entzindlichen Reaktionen und der Angiogenese
bei Kopf-Hals-Tumoren.”” ™ Bei Patient/inn/en mit Kopf-Hals-Tumoren finden sich
erhdhte Serumspiegel dieses Zytokins. Die malignen Tumorzellen fuihren zu einer erhéhten
Produktion von Interleukin-6 und damit zu einer Immunsuppression.’>”* Veranderungen
der Interleukin-6-Spiegel konnten deshalb bei der Therapie mit Paclitaxel enkapsuliert in

kationischen Liposomen auftreten.”
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TNF-0 wurde 1975 als Zytokin beschrieben, das in Tumoren eine Nekrose auslésen
kann.” Das Zytokin wird auch Kachektin genannt, da man bei kachektischen Patienten
erhéhte Serumspiegel fand.”

TNF-o wird bei Aktivierung des Immunsystems vor allem von Makrophagen gebildet und
fuhrt zu einer weiteren Bildung von Zytokinen wie z.B. Interleukin-6."®

Dartiber hinaus wurde eine Beeinflussung der Angiogenese durch TNF-o festgestellt.
Wihrend das Zytokin die Angiogenese in vitro hemmt,” filhrt TNF-o in vivo zu einer
Aktivierung der Angiogenese.®®? TNF-a-Spiegel kénnten deshalb bei einer antivaskularen
Tumortherapie Verénderungen zeigen.

Das D-Dimer wird als Indikator fir thrombembolische Vorgange im Korper verwendet.
Das Fibrinogenspaltprodukt entsteht bei Thrombosen aber auch Lungenembolien im
Korper.®® Da sich in den praklinischen Studien eine antivaskulare Wirkung der
Prifsubstanz mit einer Thrombozytenaktivierung und intratumoralen Thrombosen gezeigt

hatte, sollte dieser Parameter mitbestimmt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Studie zur Sicherheit und tumorselektiven Anreicherung von
kationischen Liposomen (CTLRO02-Studie)

2.1.1 Studiendesign

In der ,,Studie zur Sicherheit und tumorselektiven Anreicherung von kationischen
Liposomen (CTLRO02-Studie)* sollte im Rahmen einer operativen Tumorentfernung
Patient/inn/en mit der Erstdiagnose eines Kopf-Hals-Malignoms die Prifsubstanz
infundiert werden. Diese bestand aus kationischen Liposomen die durch den Farbstoff
Rhodamin markiert wurden. In zwei Dosisstufen sollte die Prufsubstanz verabreicht
werden (Gruppe 1: 0,5 mg/kg KG; Gruppe 2: mg/kg KG).

Primares Ziel der Studie war es eine fur Patient/inn/en vertragliche Dosis zu finden.
Sekundares Ziel war die Dokumentation der selektiven Liposomen-Anreicherung im
Tumorgewebe durch eine fluoreszenzhistologische Analyse im entnommenen
Tumorpraparat. Die Studie wurde demnach als prospektive Phase Ib-Studie mit zwei
Dosisstufen ohne Kontrollgruppe durchgefihrt.

Die Case-Report-Form-Dokumentation (CRF-Dokumentation) wurde am Klinikum
GroRhadern ordnungsgemaR durchgefiihrt. Sponsor der Studie war die Firma Munich
Biotech AG, die allerdings nach abgeschlossener Studiendurchfiihrung und wahrend der
Auswertung der Daten Insolvenz anmelden musste. Die Durchfuihrung der Studie erfolgte

nach geltenden GCP-Kriterien.
2.1.2 Ablauf der Studie

Bei Patient/inn/en mit Verdacht auf Erstmanifestation eines Tumors im Kopf-Hals-Bereich
wurde zunéchst die Diagnose mittels Panendoskopie und Probenentnahme gesichert. Bei
positivem histologischem Nachweis eines Malignoms und Resektabilitdt des Tumors
konnten die Patient/inn/en in die Studie eingeschlossen werden.

Anhand von Ein- und Ausschlusskriterien wurde die Eignung der Patienten zur CTLR02-
Studie geprft.
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Einschlusskriterien:

Aufklarung der/s Patientin/en durch den Prifarzt

Resezierbares, unbehandeltes Plattenepithelkarzinom des Kopf- und
Halsbereichs (UICC Stadium I11-1VB)

Abgeschlossenes  Tumorstaging  (konventionelle  Rontgenthoraxaufnahme,
Sonographie des Oberbauchs) ohne Hinweis auf manifeste Fernmetastasierung
Alter: zwischen 18 und 65 Jahren

Allgemeinzustand: Karnofsky-Index > 60%

Lebenserwartung mindestens 6 Monate

Negativer Schwangerschaftstest bei pramenopausalen Frauen < 2 Tage vor
Therapiebeginn und Bereitschaft zur Kontrazeption wéhrend der Studie
Ausreichende hdmatopoetische, renale und hepatische Funktion, messbar an
folgenden Parametern:

ANZ (Anzahl der neutrophilen Granulozyten) > 40%

Thrombozyten > 100 x 10°

Bilirubin < 2,0 mg/dl

GOT, GPT, AP < 50% Uber Normalwert
Gerinnungsparameter Normalwert

Kreatinin (Serum) <2,0mg/d

Vorliegen der schriftlichen Einverstandniserklarung
Verfligbarkeit der Patient/inn/en fir die Nachbeobachtung im jeweiligen

Prifzentrum

Ausschlusskriterien:

Narkoserisiko nach den Kriterien der American Society of Anesthesiologists
(ASA) > 4

Niereninsuffizienz: Kreatinin > 2,5 mg/dI

Porphyrie

Leberinsuffizienz: Bilirubin > 3 mg/dl, Quickwert < 60 %, yGT > 100 U/I,
Cholinesterase < 2000 U/I

Leukozyten < 2500/pl

Thrombozyten < 100 000/l

aktive Infektion
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= vorbestehende motorische oder sensorische Neurotoxizitdt > Grad 2 (WHO)
(Unertrégliche Parasthesien und/ oder merklicher Verlust der motorischen
Funktionen)

= Patient/inn/en mit manifester Fernmetastasierung (Plattenepithelkarzinom des
Kopf- und Halsbereichs; UICC Stadium IVVC) oder Zweitkarzinom

= schwangere oder stillende Frauen oder Frauen, die keine angemessenen
Verhltungsmittel verwenden

= jegliche andere Bedingungen oder Therapien, die nach Meinung des
behandelnden Arztes ein Risiko fur die Patient/inn/en bedeuten kénnten oder die
Zielsetzung der Behandlung beeintrachtigen

= Zeichen einer signifikanten hamatologischen, respiratorischen,
kardiovaskularen, hepatischen oder renalen Erkrankung bis zu sechs Monate vor

Einschluss.

= Arterieller Sauerstoffdruck (pOz2) unter 80% des Sollwertes in der

Lungenfunktionsprifung.

= schwere Personlichkeitsstérungen, Suchterkrankungen bzw. Geisteskrankheiten

= jede andere Art der Erkrankung, bei der eine Therapie nach dem beschriebenen
Protokoll nach Beurteilung des verantwortlichen Arztes ein inakzeptables Risiko
fiir die Patient/inn/en darstellte, bzw. die Zielsetzung der Studie beeintrachtigt
héatte

= Applikation einer beliebigen Prufmedikation bei einem Patienten innerhalb von
30 Tagen vor der ersten Dosis der Prufsubstanz und wahrend der laufenden
Studie. Eine solche Prufmedikation war definiert als ein beliebiger Stoff
(Placebo oder Verum), der im Rahmen eines Prifplanes ausgegeben worden

war.

Hierzu wurden in einer Voruntersuchung eine ausfiihrliche Anamnese, laborchemische
Untersuchungen und ein korperlicher Untersuchungsbefund erhoben. Nach Screening und
Einschluss (informed consent) der Patient/inn/en wurden die Krankheitsgeschichte der/s
Patientin/en, Vorerkrankungen, Begleitmedikation, Allergien, vorherige Operationen sowie
die schriftliche Einwilligung zur Studienteilnahme dokumentiert.
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Die Vitalparameter Atemfrequenz, Korpertemperatur, Herzfrequenz, Blutdruck und
Sauerstoffsattigung wurden dokumentiert. Folgende laborchemische Parameter und

Blutbildwerte wurden bestimmt (Tabelle 1):

Kleines Blutbild: Serumwerte : Gerinnung:
Leukozyten Natrium, Kalium Quick
Erythrozyten Kreatinin D-Dimer
Hémoglobin Harnstoff, Harnsaure PTT
Hamatokrit Bilirubin
Thrombozyten Alkalische Phosphatase

Gamma-GT
Differentialblutbild: ALT (GPT)
Stabkernige Granulozyten AST (GOT)
Segmentkernige Granulozyten P-Cholinesterase
Eosinophile Granulozyten LDH
Monozyten Amylase
Lymphozyten CK
Stabkernige Granulozyten Glukose

Tabelle 1: Blutbild und serologische Parameter

Im Urin der Patient/inn/en wurden pH, Eiweil}, Glukose, Hdmoglobin, Erythrozyten und
Nitrit gemessen. Im Rahmen der Narkosevorbereitung fanden eine Rontgenuntersuchung
des Thorax sowie ein Elektrokardiogramm zum Ausschluss kardiovaskulérer oder
pulmonologischer Erkrankungen statt.

Kurz vor Start der Applikation wurden die oben angegebenen laborchemischen Parameter
und Vitalparameter kontrolliert.

Es folgte wéhrend der Operation die Applikation der Prifsubstanz und ein
intensivmedizinisches Monitoring. Das Tumorgewebe wurde in festem zeitlichem Abstand
zum Infusionsbeginn (90 min) entnommen und asserviert. Weitere Blutentnahmen mit
denselben Parametern erfolgten 3 h und 6 h nach Infusionsstart sowie nach 24 h und 72 h
sowie nach vier Wochen. Die Vitalparameter wurden kurz vor Start der Applikation
bestimmt, sowie in den ersten drei Stunden alle 15 min und bis sechs Stunden nach
Applikationsbeginn alle 60 min. Danach wurden diese Parameter nach 24 Stunden, nach 72

Stunden und nach vier Wochen bestimmt (Abbildung 5).
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Abbildung 5:

Vitalparameter alle 60min
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Blutentnahmen (=BE) und Uberwachung der Vitalparameter wahrend der Studie

Nach vier Wochen wurden die Patient/inn/en erneut einbestellt und ausfihrlich zu

Beschwerden und Allgemeinzustand befragt. Die Begleitmedikation wurde dokumentiert

und Blutbild und serologische Parameter wurden bestimmt (siehe Tabelle 1). Nach diesen

letzten Untersuchungen war das Studienprotokoll vollstandig durchlaufen.

Bei schweren unerwinschten Ereignissen und bei

Begleitsymptomen, die WHO-

Schweregrade von 3 und 4 erreichten, konnte der Prifarzt auch unter Berlcksichtigung

anasthesiologischer Risiken ber eine Dosisreduktion bei allen folgenden Patienten oder

ein vorzeitiges Studienende entscheiden
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2.1.3 Kationische Liposomen als Priifmedikation

Die Studienmedikation bestand aus kationischen Liposomen. Die Liposomen wurden aus
1,2 Dioleyl-3-Trimethylammoniumpropan (DOTAP) und 1,2 Dioleyl-sn-Glycero-3-
Phosphocholin (DOPC) hergestellt. Die Kopfgruppe der Lipide wurde mit Rhodamin-
1,2,Diolelyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylethanolamin  (Rh-DOPE) markiert, um nach
Anregung durch Licht einer definierten Wellenldnge zu fluoreszieren. Losungsvermittler
war eine 5%ige Glukoselésung mit einer Osmolalitdt von 240-360 mosm/kg. Die
Herstellung erfolgte durch Mischung der Lipidkomponenten und deren Resuspension in
einem waéssrigen Medium (5%-ige Glukosel6sung). Die GroRe der Teilchen wurde durch
ein geeignetes Verfahren kontrolliert, so dass eine homogene Suspension mit
TeilchengroRen unterhalb von 200 nm resultierte. Die Priifmedikation wurde lichtgeschtzt
bei 2-8°C gelagert. Kurz vor Infusion wurden 15 ml der Studienmedikation mit 35 ml einer

5%igen Glukoseldsung verdunnt.

Das kationische Liposomenkonjugat wurde in zwei Dosisstufen verabreicht. Eine erste
Gruppe der Patienten erhielt 0,5 mg Liposomenkonjugat pro Kilogramm Kd&rpergewicht
und eine zweite Gruppe 2,0 mg Liposomenkonjugat pro Kilogramm Ko&rpergewicht
(Tabelle 2).

Dosisstufe 1 2

Dosis (Gesamtlipid) 0,5 mg/kg KG 2,0 mg/kg KG
Infusionsgeschwindigkeit 2,5 ml/min 2,5 ml/min
Verdlnnung 1:3,3 1:3,3
Infusionsdauer bei 75 kg 9 min 27 min

Tabelle 2: Dosisstufen

Die Applikation der Studienmedikation erfolgte durch die Prifarzte (Prof. Dr. med.
M. Dellian und Priv.-Doz. Dr. med. S. Strieth) der Klinik fur Hals-, Nasen- und
Ohrenheilkunde der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen nach Beginn der

Narkose unter intensivmedizinischen Monitoringbedingungen.
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Um die selektive Anreicherung zu bestimmen, wurde bei der Tumorresektion 90
min nach Infusionsbeginn vitales Tumorgewebe fur die fluoreszenzmikroskopische
Analyse asserviert. Diese Untersuchung wurde von Frau Dr. med. R. Knichel-
Clarke in Wirzburg (z. Zeit Aachen) durchgefihrt.

Die Patient/inn/en wurden bis sechs Stunden nach Beginn der Infusion intensivmedizinisch
betreut und Uberwacht. 24 und 72 Stunden nach Infusionsbeginn wurden die Patient/inn/en
nach Nebenwirkungen befragt, die Vitalparameter wurden bestimmt und es erfolgten
Blutentnahmen (s. Tabelle 1).

Vier Wochen danach wurden die Patient/inn/en erneut einbestellt und ausfuhrlich zu
Beschwerden und Allgemeinzustand befragt. Die Begleitmedikation wurde dokumentiert
und Blutparameter bestimmt (siehe Tabelle 1). Nach diesen letzten Untersuchungen war

das Studienprotokoll vollstandig durchlaufen.
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2.2 Studie zur Sicherheit und Effektivitat von Paclitaxel
enkapsuliert in kationische Liposomen (CTLP03-Studie)

2.2.1 Studiendesign

In dieser Studie wurde Patient/inn/en mit therapieresistenten Rezidivtumoren im Kopf-
Hals-Bereich Paclitaxel enkapsuliert in kationische Liposomen (EndoTAG®-1) intravends
appliziert.

Als primares Studienziel sollte die Vertraglichkeit von zwei verschiedenen Dosisstufen
getestet werden. Sekundares Ziel war es, die Wirksamkeit der Prifsubstanz zu evaluieren.
Die CLTPO3-Studie wurde demnach als prospektive Phase Ib/lII-Studie konzipiert. Die
Wiederaufnahme einer/s Patientin/en in die Studie nach kompletten Durchlaufen des
Studienprotokolls (,,Re-entry*) war mdglich. Sponsor war wiederum die Munich Biotech
AG. Die CRF-Dokumentation erfolgte am Klinikum GrofRhadern. Die Studie wurde nach
geltenden GCP-KTriterien durchgefiihrt.

2.2.2 Ablauf der Studie

Die Patient/inn/fen wurden im Screening auf ihre Eignung zur Studie Uberprift. Nach
Einschluss wurde ihr Gesundheitszustand ausfihrlich  dokumentiert. An drei
Applikationstagen bekamen sie jeweils eine Infusion mit liposomalem Paclitaxel
(EndoTAG®-1). 14 Tage nach Beginn der ersten Applikation wurde eine abschlieRende
Nachuntersuchung durchgefuhrt (Abbildung 6).

< o o
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— N o Nachbeobachtung
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Abbildung 6: Schematischer Ablauf der CTLP03-Studie mit Applikationstagen
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2.2.3 Voruntersuchungen (Screening)

Anhand von Ein- und Ausschlusskriterien wurde die Eignung der Patient/inn/en zur
CTLPO3-Studie geprdft.

Einschlusskriterien:

Alter tber 18 Jahre

Patient/inn/en mit rezidivierenden, therapierefraktéren Plattenepithelkarzinomen
im Kopf-Hals-Bereich

Patient/inn/en mit bildmorphologisch nachweisbaren Raumforderungen
Karnofsky-Index > 60%

Lebenserwartung > vier Monate

Einverstandnis zur Nachbeobachtung

Einverstandnis zu einem Schwangerschaftstest (bei weiblichen Patienten)
Einverstandnis und Fahigkeit zur Kontrazeption

Einsicht und Einverstandnis zur Einverstandniserklarung

Ausschlusskriterien:

akute oder chronische Entziindung

diabetische Retinopathie oder Makuladegeneration

Herzerkrankung nach New York Heart Association (NYHA) 111 oder IV
Schwere Lungenerkrankung

Blutwerte: Leukozyten < 2,5G/I; Hdmoglobin < 8,5¢/dl, Thrombozyten < 100G/I
Nierenfunktion: Kreatinin > 2,0 mg/dl

Leberwerte: Bilirubin > 2,0mg/dl, Alkalische Phosphatase > 300U/I;
Quick < 60%; GOT/GPT > 60 U/I

Virushepatitis, HIV

aktive bakterielle Entzlindung

Metastasen des zentralen Nervensystems

Andere Krebserkrankung innerhalb der letzten drei Jahre

Patient/inn/en, die sich noch nicht von der Primértherapie (Tumorresektion,
adjuvante Behandlung oder primére Radiochemotherapie) erholt hatten

Akutes Magengeschwir oder akute Blutung im Gastrointestinaltrakt

bekannter Pleuraerguss
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= psychische oder psychiatrische Erkrankung

= Medikamenten- oder Drogenabusus

= Patienten, die Erfordernisse der Studie nicht erflllen konnten oder nach
Meinung des Studienkoordinators nicht teilnehmen sollten

= Gleichzeitige Beteiligung in einer anderen Studie

= Allergie gegenuber chemischen oder biologischen Stoffen, die der

Studienmedikation dhnelten.

Im Screening wurde eine ausfihrliche Anamnese durchgefiihrt und ein korperlicher
Untersuchungsbefund erhoben. Innerhalb von drei Wochen vor Therapiebeginn wurden
eine Rontgenaufnahme des Thorax sowie eine Bildgebung des Tumors durchgefiihrt. Die
Tumorléasionen sollten bildmorphologisch eindeutig nachweisbar sein. Bei der
Spiralcomputertomographie musste hierzu die Tumorldsion mindestens 10 mm und in der
konventionellen Bildgebung (CT, MRT) mindestens 20 mm durchmessen.

Bei Erfullung der Einschlusskriterien und Fehlen jeglicher Ausschlusskriterien konnten die
Patient/inn/fen Uber die Risiken aufgeklart (informed consent) und in die Studie

aufgenommen werden.

Eine Woche vor Beginn der ersten Applikation wurden die Patient/inn/en eingehend nach
allgemeinen Beschwerden sowie Symptomen befragt, die nicht mit ihrem Tumorleiden
assoziiert waren. Dokumentiert wurden vorhergehende Therapien wie Operationen,
Bestrahlungen und Chemotherapien. In einem standardisierten Fragebogen (Quality-of-
Life-Index 3.0 nach EORTC 3; siehe Anhang) wurden Angaben zu Allgemeinbefinden,
Gemautslage und anderen korperlichen und psychischen Beschwerden auf einer Skala von

eins bis vier gemacht.

Eine erneute korperliche Untersuchung, ein EKG, eine Echokardiographie und eine
Lungenfunktionsprifung wurden durchgefiihrt. Bestimmt wurden laborchemische
Parameter und Blutbildwerte (Tabelle 3).

Vor Beginn der Studie wurden die Tumormarker SCC, CEA und Cyfra 21-1 im Serum

gemessen.
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Tabelle 3: Laborchemische Parameter und Blutbildwerte

Kleines Blutbild: Serumwerte : Gerinnung:
Leukozyten Natrium, Kalium, Calcium | Quick
Erythrozyten Kreatinin D-Dimer
Hamoglobin Harnstoff PTT
Hamatokrit Gesamtbilirubin

Thrombozyten Alkalische Phosphatase
Differentialblutbild: Gamma-GT

Stabkernige Granulozyten ALT (S-GPT) Sonstige Parameter:
Segmentkernige Granulozyten AST (S-GOT) TNF-a
Eosinophile Granulozyten LDH Interleukin 6
Monozyten Amylase, Lipase

Lymphozyten CRP

Stabkernige Granulozyten Glukose

2.2.4 Untersuchungen wahrend der Studie (Monitoring)

Die Vitalparameter wurden kurz vor der Applikation, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min,
3h,4h,5h, 6hund 24 h nach Ende der Infusion tberprift. Wahrend der Infusion wurden

Blutdruck, Herzfrequenz, Atemfrequenz und Sauerstoffsattigung nach 2 min, 4 min, 6 min,

8 min, 10 min, 15 min, 20 min, 25 min, 30 min und dann nach jeweils zehn weiteren

Minuten bis zum Infusionsende kontrolliert.

Die laborchemischen Parameter und Blutbildwerte wurden kurz vor der Infusion, sechs

Stunden danach und 24 Stunden danach gemessen. Die Patienten wurden jeden Tag nach

unerwiinschten Nebenwirkungen und ihrem Allgemeinbefinden befragt.
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2.2.5 Paclitaxel enkapsuliert in kationische Liposomen als
Prifmedikation

Hergestellt wurde Paclitaxel enkapsuliert in kationische Liposomen (EndoTAG®-1) von
der Apotheke des Universitatsklinikums der Technischen Universitat Minchens. Die
Studienmedikation wurde aus 1,2 Dioleyl-3-Trimethylammoniumpropan (DOTAP) und 1,2
Dioleyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin (DOPC) sowie Paclitaxel hergestellt. Dabei wurden
0,1 mmol DOTAP und 0,094 mmol DOPC sowie 0,006 mmol Paclitaxel in 15 ml
Chloroform gel6st. Die Anlieferung erfolgte als Lyophilisat und wurde durch
Flussigkeitszusatz in der Klinik vor den Applikationen rekonstituiert, zunachst bei 2-8°C

gelagert und 30 min vor Beginn der Infusion auf Raumtemperatur erwarmt.

Eine auch bei anderen Chemotherapien hdufig angewendete Pramedikation zur Prophylaxe
von Unvertraglichkeitsreaktionen wurde angewendet: Am Tag vor der Gabe von
liposomalem Paclitaxel (EndoTAG®-1) bekamen die Patient/inn/en 20 mg Dexamethason
per os und an demselben Tag 30 min vor Beginn der Infusion eine Ampulle (2 mg)
Clemastin (Tavegil®), eine Ampulle (50 mg) Ranitidin (Sostril®) und 20 mg

Dexamethason intravends verabreicht (Tabelle 4).

Am Abend vor der Infusion 1x 20 mg Dexamethason p.o.
(vorTag 1, 3,5)
30 min vor der Infusion 1 Ampulle Clemastin (Tavegil®) i.v.
(Tag 1, 3, 5) 1 Ampulle Ranitidin (Sostril®) i.v.
1x 20 mg Dexamethason i.v.

Tabelle 4: Pramedikationsschema

In der niedrigen Dosierung wurde den Patient/inn/en 0,55 mg liposomales Paclitaxel pro
kg Korpergewicht verabreicht. Das entspricht 2,15 ml liposomales Paclitaxel pro kg
Korpergewicht. Die Lipiddosis betrug 16 mg pro kg Korpergewicht. Die andere Gruppe
erhielt die doppelte Dosis also 1,1 mg liposomales Paclitaxel (4,3 mi/kg KG) und 32 mg/kg
Korpergewicht Lipid (Tabelle 5).

Dosisstufe 1 2
Dosis Paclitaxel 0,55 mg/kg KG 1,1 mg/kg KG
Dosis Gesamtlipid 16 mg/kg KG 32 mg/kg KG

Tabelle 5: Dosisstufen
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Die Infusionen wurden nach einem vorher festgelegten Schema durchgefuhrt. Die
Infusionsgeschwindigkeit wurde langsam gesteigert bis zu einer Geschwindigkeit von
2,5 ml/min. Durch das unterschiedliche Korpergewicht der Patient/inn/en gab es
unterschiedliche absolute Infusionsdauern. Bei Unvertraglichkeiten konnte zunéchst die

Geschwindigkeit und dann gegebenenfalls die Dosis reduziert werden (Tabelle 6).

Zeitpunkt
. Infusionsgeschwindigkeit [ml/min]
[min]
0 0,2
7 0,4
14 0,8
21 1,6
28 25

Tabelle 6: Schema der Infusionsgeschwindigkeitssteigerung
bei der Applikation der Prifmedikation

2.2.6 Nachbeobachtung

Nach Beendigung der dritten und letzten Gabe wurden die Patient/inn/en vierzehn Tage
nach Beginn der ersten Infusion zu einer abschliefenden Nachbeobachtung einbestellt.
Hierbei wurde ein Toleranzspielraum von zwei Tagen zugelassen. Es fand eine Befragung,
eine korperliche Untersuchung, eine Dokumentation der Begleitmedikation und
unerwinschter Ereignisse sowie eine Bildgebung zur GrofRenmessung des Tumors statt.
Die Vitalparameter und die laborchemischen Parameter und Blutbildwerte, die in den
vorherigen Blutentnahmen bestimmt wurden, wurden gemessen. VVon den Patient/inn/en
wurde erneut der Quality-of-Life-Fragebogen ausgefullt. Die Tumormarker SCC, CEA und
Cyfra 21-1 wurden ermittelt.
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2.3 Bewertungskriterien der primaren und sekundaren
Studienziele

Die prospektiv erhobenen Daten der CTLRO2-Studie bzw. CTLP03-Studie wurden nach
festgelegten Kriterien beurteilt.

Als primares Studienziel galt bei beiden Studien die Vertraglichkeit der Priifsubstanz.

Bei Laborwerten und Vitalparametern wurde auf das Abweichen von den normalen
physiologischen Standardwerten insbesondere wahrend und unmittelbar nach den
Infusionen geachtet. Zur Bewertung von Begleitsymptomen und unerwiinschten
Nebenwirkungen wurde die CTC-Klassifikation des National Cancer Institute ®*
herangezogen. Dabei werden auftretende Nebenwirkungen in vier Schweregrade eingeteilt

(Tabelle 7):

Grad 0 keine Symptome

Grad 1 milde Symptomatik

Grad 2 maRige Symptomatik

Grad 3 schwere Symptomatik
Grad 4 lebensbedrohliche Situation

Tabelle 7: CTC-Klassifikation des National Cancer Institue

In der CTLPO3-Studie wurde von den Patient/inn/en zu Beginn und am Ende ein Quality-
of-Life-Fragebogen (siehe Anhang) ausgefillt. Als relevant wurden Verénderungen um
zwei Grade bewertet. Hatte ein/e Patient/in beispielsweise die Aussage nach bestehenden
Schmerzen zuerst als ,,uberhaupt nicht zutreffend” und bei Ende der Studie als ,,maRig*
oder ,stark zutreffend” bezeichnet, wurde dies als Neuauftreten oder Verstdrkung der
jeweiligen Nebenwirkung bezeichnet. Verbesserungen wurden nach denselben Kriterien

festgestellt.
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Sekundares Studienziel bei der CTLR02-Studie sollte die spezifische Anreicherung der
Liposomen am Tumorgefalsystem sein.

Um die selektive Anreicherung zu bestimmen, wurde im Rahmen der Tumorresektion 90
min nach Infusionsbeginn Tumorgewebe fur die fluoreszenzmikroskopische Analyse
asserviert. Diese Untersuchung wurde von der Referenzpathologin Frau Prof. Dr. med.
R. Knuchel-Clarke aus dem pathologischen Institut der Universitatsklinik Wirzburg
(z. Zeit Aachen) durchgefuhrt. Die Befundung der Préparate erfolgte nach Anfertigung von
Serienschnitten und anschlieBender H&amatoxylin-Eosin-Férbung. Dariber hinaus wurde
mittels mikroskopischer Fluoreszenzanalysen die Lokalisation der Prifmedikation im

Préparat untersucht.

Bei der CTLPO3-Studie wurde als sekundares Studienziel die Wirksamkeit der
Prifsubstanz beurteilt.

Eine Veranderung der Tumormarker wurde nach den Kriterien der WHO®® bewertet. Ein
Abfall der Tumormarker in den Normalbereich wurde als ,komplette Remission®, ein
Abfall der Werte um mehr als die Hélfte als ,,partielle Remission®, um weniger als die
Hélfte oder einen Anstieg um weniger als 25% als ,,keine GroRenverédnderung® und einen

Anstieg um mehr als 25% als ,,Progression* bezeichnet (Tabelle 8):

Ansprechen der Tumormarker Kriterien

komplette Remission (CR) Abfall ~ der  Tumormarker in  den

Normalbereich

partielle Remission (PR) Abfall der Tumormarker > 50%
stable disease (SD) Abfall < 50% oder Anstieg < 25%
progression (PD) Anstieg > 25%

Tabelle 8: Kriterien des Ansprechen des Tumors bei Verlauf der Tumormarker nach der WHO®
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Die Tumorlasionen wurden bildmorphologisch vor und nach dem Behandlungszyklus
gemessen. Regressionen, keine GrofRenverdnderungen und Progressionen der Tumore
wurden nach WHO-Kriterien® beurteilt (Tabelle 9):

Ansprechen in Bildgebung | Kriterien

komplette Remission (CR) | Vollstandige Rickbildung aller messbaren

Tumorbefunde

partielle Remission (PR) GroRenabnahme der Summe der Fladchenmale
aller messbaren Tumorbefunde um 50% oder
mehr fur mindestens vier Wochen, ohne
Neuauftreten von Tumormanifestationen und

ohne Progression irgendeines Befundes

keine Verénderung (stable | Keine Grof3enveranderung der Tumorparameter
disease, SD) oder Reduktion um weniger als 50% oder

GroRenzunahme um weniger als 25%

progression (PD) Auftreten neuer Tumorlasionen oder mehr als
25%ige Grollenzunahme der Tumorldsionen in

einem oder mehreren Herden

Tabelle 9: Kriterien des Ansprechen des Tumors in der Bildgebung nach der WHO®
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Studie zur Sicherheit und tumorselektiven

Anreicherung von kationischen Liposomen (CTLR02-Studie)

3.1.1 Patient/inn/en

Zwischen dem 28.06.2002 und dem 31.01.2004 wurden insgesamt acht Patient/inn/en in

die Studie eingeschlossen. Sechs der Patient/inn/en waren ménnlich und zwei weiblich.

Die Patient/inn/en waren beim Studieneinschluss zwischen 47 und 65 Jahre alt. Vier der

Patient/inn/en erhielten die niedrige Dosis und vier die hohere Dosis. Bei allen

Patient/inn/en wurde die Erstdiagnose eines Tumors ohne Fernmetastasen gestellt. Zur

Vereinfachung in den nachfolgenden Graphen werden die Probandinnen bzw. Probanden

mit Abkirzungen beziglich der Studie, der Dosisstufe und der Reihenfolge des

Studieneinschlusses pseudonymisiert (Tabelle 10).

Patienten-Nr. | Geschlecht |Alter | Tumorstaging (Lok., TNM, UICC-Stadium) Gruppe
PR-01-1 m 51 Larynxkarzinom pT2 pN1 MO St.1I I
PR-02-1 m 65 Tonsillenkarzinom pT2 pN2b MO St.IVA I
PR-03-1 w 55 Oropharynxkarzinom pT1 pN2b MO St.IVA I
PR-04-1 m 47 Hypopharynxkarzinom pT1 pNO MO St.I I
PR-05-11 w 58 Zungenrandkarzinom pT1p N2c MO St.IVA I
PR-06-11 m 57 Hypopharynxkarzinom pT2 pN2b MO St.IVA |11
PR-07-11 m 50 Oropharynxkarzinom pT3 pN2c MO St.IVA I
PR-08-11 m 59 Valleculakarzinom pT3 pN2 MO St.IVA I

Tabelle 10: Patient/inn/en der CTLRO02-Studie
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3.1.2 Vitalparameter

Im Rahmen des anésthesiologischen Monitorings wahrend der Tumorresektion und
wahrend der Applikation der Prifsubstanz wurden die Vitalparameter dokumentiert. Es
wurden dabei und in den folgenden Nachuntersuchungen keine relevanten Veranderungen
bei Blutdruck, Herzfrequenz und Sauerstoffsattigung festgestellt, die nicht der normalen

Schwankungsbreite entsprochen hatten.

3.1.3 Nebenwirkungen

Die Erfassung der subjektiven Nebenwirkungen war durch die Methodik erschwert, da die
Patient/inn/en der CTLRO02-Studie die Infusion der Liposomen in Narkose bekamen und
subjektive Beschwerden im Aufwachraum in erster Linie auch auf die Operation
zuruckzufiihren waren. Aufféllige subjektive Symptome, die nicht durch den Eingriff

erklarbar gewesen wéren, wurden von den Patient/inn/en nicht angegeben.
3.1.4 Fluoreszenzhistologische Analyse des Tumorgewebes

Wihrend der Operation wurde Tumorgewebe entnommen und auf verstarkte Anreicherung
der fluoreszenzmarkierten Prifsubstanz untersucht. Dabei wurde zundchst mittels HE-
Histologie (Abbildung 7 A) der Tumor mit seinem GeféalRsystem visualisiert.

Um die Anreicherung mit Liposomen darzustellen, wurde eine fluoreszenzhistologische
Analyse durchgefiihrt. Es fand sich bei flnf von sieben Patienten eine Rotfluoreszenz die
von den rhodaminmarkierten Liposomen herrihrte (Abbildung 7 B). Durch Vergleich mit
der HE-Farbung bei Serienschnitten ergab sich, dass es sich um Blutgefél3e handelte, an
denen sich markierte Liposomen angelagert hatten. Die kationischen Liposomen haben

sich hierbei insbesondere nur an den GefaRen in der Néhe des Tumors angereichert.
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Abbildung 7 A:  Der Tumor ist am linken Bildrand einer HE-Farbung zu erkennen (T=Tumor) Am Rande
des Tumors finden sich angeschnittene BlutgefaRe.

Abbildung 7 B: Liposomenanreicherung an den TumorgefaRen in der fluoreszenzhistologischen Analyse
(Lip= Liposomen) am Serienschnitt. In gréRerer Distanz zum Tumor und den Tumorgefaien ist kaum
Fluoreszenz nachweisbar, die von der Priifmedikation herrihrt.
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3.1.5 Blutbild und serologische Parameter

Bei fast allen Patient/inn/en zeigte sich ein Anstieg der Leukozytenzahlen im Blutbild. Der
Referenzbereich liegt zwischen 4 und 10 G/I. Dabei wurde zwischen 6 h und 24 h nach
Infusionsbeginn der obere Referenzwert (berschritten. Eine Leukopenie konnte nicht
festgestellt werden. Die Werte waren bereits nach 72 h rucklaufig und hatten sich
spatestens in der Nachuntersuchung vier Wochen nach der Infusion wieder normalisiert.

Die Verdanderung der Leukozytenzahlen im Blut wéhrend der Infusion war bei beiden
Dosisstufen vergleichbar (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Bluthildveranderung wahrend der Studie: Leukozytenzahlen
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Es wurde ein Abfall der Thrombozytenzahlen im Blut mit den niedrigsten Werten
zwischen 6 h und 72 h Stunden nach Infusionsbeginn gemessen. Der Referenzbereich liegt
zwischen 150 und 450 G/I. Bei vier Patient/inn/en kam es zu erniedrigten Werten zwischen
150 und 100 G/I. 4 Wochen nach der Applikation der Prifmedikation waren alle Werte
wieder im physiologischen Bereich. Bei beiden Dosisstufen zeigten sich diese
Veranderungen in gleichem Malle (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Blutbildverdnderung wahrend der Studie: Thrombozytenzahlen
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Der obere Grenzwert fiir das Fibrinogenspaltprodukt D-Dimer liegt bei 0,5 mg/l. Dieser
Parameter war bei allen Probandinnen und Probanden unmittelbar nach Applikation erhéht
und hatte maximale Werte bei der Blutentnahme 6 h nach Applikationsbeginn. Am Ende
des Beobachtungszeitraums nach vier Wochen hatten sich die Werte dieses Parameters
wieder normalisiert. Es kam zu keinen klinischen Anzeichen von thrombembolischen
Komplikationen. Daruiber hinaus ergab sich auch im EKG kein Anhalt fir eine klinisch
stumme Lungenarterienembolie oder eine kardiale Ischdmie. Bezlglich der Dosisstufen
zeigten sich keine Unterschiede (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Anstieg des Fibrinogenspaltproduktes D-Dimer
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Neben dem D-Dimer waren die Gerinnungsparameter Prothrombinzeit und partielle
Thromboplastinzeit im Normbereich. Erythrozytenzahlen, H&moglobinwerte und der
Hé&matokrit sanken im Verlauf der Operation erwartungsgema ab und erreichten
umgehend in der Nachbeobachtung weitgehend ihre  Ausgangswerte. Das
Differentialblutbild zeigte keine Auffalligkeiten. Die Elektrolyte Natrium und Kalium
verdnderten sich geringfligig gemal der physiologischen Schwankungsbreite. Es kam zu
keiner Erhohung Uber den oberen Referenzwert bei folgenden gemessenen Parametern:
Bilirubin, Alkalische Phosphatase, y-GT, GOT, GPT, P-Cholinesterase, Amylase, CK,
LDH, Harnstoff und Harnsaure.
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3.2 Ergebnisse der Studie zur Sicherheit und Effektivitat von
Paclitaxel enkapsuliert in kationische Liposomen

(CTLPO3-Studie)

3.2.1 Patient/inn/en

In die CTLPO03-Studie wurden zwischen dem 15.07.2003 und dem 13.04.2004 funf Méanner

und zwei Frauen mit rezidivierendem und therapierefraktarem Plattenepithelkarzinom im

Bereich des Hypopharynx eingeschlossen. Alle Patient/inn/en hatten zuvor eine operative

Therapie, eine Bestrahlung und eine medikamentése Chemotherapie erhalten. Das Alter

der Patient/inn/en betrug zwischen 49 und 75 Jahre. Drei der Patient/inn/en bekamen die

niedrige Dosis und vier die hohere Dosis (siehe Material und Methoden). Die

Patient/inn/en wurden entsprechend

ihres Einschlussdatums und der Dosisgruppe

verschlisselt. Zwei Patient/inn/en wurden als Re-entry nach komplettem Durchlaufen des

Studienprotokolls erneut eingeschlossen (Tabelle 11).

Patientennr. Geschlecht | Alter | Staging Karnofskyindex | Dosisstufe
PP-01-I m 57 pT4 pN3 M1 St.IVC | 70% I
PP-02-1 w 58 pT4 pN2 MO St.IVA | 80% I
PP-03-1 m 49 pT4 pN3 MO St.IVB | 80% I
PP-04-11 m 75 pT4 pN2 MO St.IVA | 90% I
PP-05-11 m 63 pT1pN2bMO St.IVA | 80% I
PP-02-11 w 58 pT4 pN2 MO St.IVA | 80% I
PP-03-11 m 49 pT4 pN3 MO St.IVB | 80% I

Tabelle 11: Patient/inn/en der CTLP03-Studie
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3.2.2 Vitalparameter

Wahrend der Infusion und zwischen den Applikationen wurden die Vitalparameter
uberwacht. Wahrend der Infusion kam es bei den Patient/inn/en PP-03-1 und PP-05-11
jeweils bei der ersten Applikation zu einem Abfall der Sauerstoffsattigung unter 90%. In
beiden Féllen besserten sich die Werte nach einer kurzen Unterbrechung der Infusion, der
Gabe von Sauerstoff per Nasensonde (2 I/min bis Infusionsende) und Fortfiihrung der
Infusion mit reduzierter Geschwindigkeit. Im weiteren Verlauf blieben die
Sauerstoffsattigungswerte zwar erniedrigt, die Infusionen konnten allerdings bei

subjektivem Wohlbefinden der Patient/inn/en durchgefihrt werden (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Sattigungsabfall (Patienten PP-03-1 und PP-05-11) wahrend der ersten Applikation. Pfeile

symbolisieren Unterbrechung der Infusion und Gabe von 21 Sauerstoff per Nasensonde bis
Infusionsende
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Insgesamt kam es in flnf Féllen zu Erhéhungen des systolischen Blutdruckes. Die Werte
normalisierten sich wahrend bzw. nach Ende der Infusion.

Es bestand kein Zusammenhang zur jeweiligen Dosisstufe: Drei Anstiege der systolischen
Blutdruckwerte wurden in der niedrigen Dosierung und zwei Anstiege in der héheren
Dosierung dokumentiert (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Systolische Blutdruckwerte wéhrend den Applikationen der Studienmedikation
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3.2.3 Nebenwirkungen

Sechs Stunden nach Ende der Infusion wurden die Nebenwirkungen nach den Angaben der
Patient/inn/en und den ausgeflllten Quality-of-Life-Fragebdgen erfasst. Es traten
Begleitsymptome auf, die nach den WHO-Kriterien in die Schweregrade 1 und 2

einzuordnen waren (Tabelle 12).

Héufigste Nebenwirkungen waren Midigkeit und Blutdruckanstiege sowie Schittelfrost.
Einem Séttigungsabfall und Blutdruckanstiegen wahrend den Infusionen konnte effektiv
mit Reduktion der Infusionsgeschwindigkeiten begegnet werden.

Selten traten Kopfschmerzen, Halsschmerzen, Mundtrockenheit, Ubelkeit und ein
Engegefiihl im Hals auf.

Unterschiede zwischen beiden Dosierungen konnten nicht festgestellt werden.

Dosisgruppe | Dosisgruppe Il

Nebenwirkung Grad 1 Grad 2 Grad 1 Grad 2
Kopfschmerzen 0 0 n=1 0
Maudigkeit 0 n=2 n=1 0
Ubelkeit n=1 0 n=1 0
Halsschmerzen 0 n=1 0 0
Mundtrockenheit 0 0 0 n=1
Engegefuhl im Hals n=1 0 0 0
Schuttelfrost n=2 0 n=3 0
Séttigungsabfall n=1 0 n=1 0
Blutdruckanstieg n=3 0 n=2 0

Tabelle 12; Haufigkeit von Nebenwirkungen nach WHO-Graden und Dosisgruppen
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3.2.4 Ergebnisse der Bildgebung

Die GroRenmessung der Tumoren durch Computer- und Magnetresonanztomographie vor
und nach der Gabe der Studienmedikation ergab in den meisten Féllen keine signifikante
GroRenveranderung.

Bei Patient PP-01-1 zeigte sich eine Reduktion des Tumorvolumens von 232 cm?3 auf 173
cmi. Die Messung der Tumorlésionen der Patienten PP-02-1, PP-03-1 und PP-02-11 ergab
eine leichte VergroRerung. Diese Veranderungen werden nach den WHO-Kriterien als
»keine Veranderung“ (SD) eingestuft. Bei Patient PP-03-11 erhohte sich das
Tumorvolumen von 196 cm? auf 276 cm? und kann nach WHO-KTriterien als ,,Progression®
bezeichnet werden (Abbildung 13).

350
—e— PP-01
........ . PP_02_|
- w- - - PP-03
300 - A - PP-02-
] PP-03-II
= N |
e
S, o
c 250 A L L A
[}
e
=
(@)
>
5 200 -
e
5
|_
150 ~
100 | |

Vor Applikation Tag 14(+-2) Nach Applikation

Abbildung 13: GroRenmessung der Tumoren vor und nach der Gabe von EndoTAG®-1
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3.2.5 Blutbild und serologische Parameter

Sechs Stunden nach Ende einer Applikation zeigte sich bei einigen Patient/inn/en eine
Erhohung der Leukozytenzahlen im Blutbild bis ber 20 G/I. Physiologische
Leukozytenzahlen im Blut befinden sich in einem Referenzbereich zwischen 4 und 10 G/I.
Die Werte der Proband/inn/en waren teilweise bereits vor Beginn der Studie aulRerhalb des
Normbereiches. Nach Ende der Studie normalisierten sich die Werte in den meisten Fallen
bzw. sanken auf das Ausgangsniveau. Ein Unterschied zwischen beiden Dosisgruppen war
nicht festzustellen (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Blutbildverdnderung wéhrend der Studie: Leukozytenzahlen
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Die Thrombozytenzahlen im Blutbild der meisten Patient/inn/en sanken nach einer

Infusion und erreichten sechs Stunden bis 24 Stunden nach Infusionsbeginn die niedrigsten

Werte. Die Thrombozyten befanden sich vereinzelt unter dem Referenzbereich von 150
G/I. Bei Patient PP-04-11 erreichten die Blutplattchen einen Tiefstwert von 11 G/I. In der

Nachbeobachtung lagen alle Werte im physiologischen Bereich von 150 bis 450 G/I. Ein

Unterschied bei den jeweiligen Dosisstufen wurde nicht festgestellt. Zeichen von

thrombopenischen Blutungen traten nicht auf (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Blutbildverdnderung wéhrend der Studie: Thrombozytenzahlen
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Die Erythrozytenzahlen im Blutbild, der Hamatokrit und die Hamoglobinwerte zeigten
geringe physiologische Schwankungen unabhangig von der Applikation der
Prifmedikation. Im Differentialblutbild gab es keine Aufféalligkeiten. Es kam zu keinen
signifikanten Erhéhungen von GOT, GPT, Gamma-GT, Alkalischer Phosphatase,
Amylase, Lipase, Gesamtbilirubin, LDH, Kreatinin, Glukose und Harnstoff.

Das Fibrinogenspaltprodukt D-Dimer aber war sechs Stunden nach Infusionsende tber den
physiologischen Grenzwert von 0,5 mg/l signifikant erhoht. VVor der jeweils ndchsten
Applikation und in der Nachbeobachtung hatten sich die Werte wieder normalisiert. Ein
Unterschied konnte bei den D-Dimeranstiegen zwischen den zwei Dosisstufen nicht
festgestellt werden. Es wurden keine klinischen Zeichen einer tiefen Beinvenenthrombose
oder einer Lungenembolie festgestellt. Im EKG ergab sich kein Anhalt fir eine
Lungenembolie oder einen stummen Myokardinfarkt. Die Gerinnungsparameter Quick und
PTT waren im Normbereich (Abbildung 16).
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3.2.6 TNF-a und Tumormarker

Die Werte des Tumornekrosefaktors-o. waren nach jeder Applikation deutlidiber den

oberen Grenzwert von 8,1 pg/ml erhéht. Es kam zur Normalisierung der Werte vor der
nachsten Gabe und am Ende des Beobachtungszeitraumes (Abbildung 17). Unterschiede
zwischen beiden Dosisstufen wurden nicht festgestellt. Das Zytokin Interleukin-6 zeigte
geringfligige Spiegelschwankungen, die keine einheitliche Tendenz in Bezug auf die

Applikation der Studienmedikation aufwiesen.
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Abbildung 17: Anstieg der Werte des Tumornekrosefaktors TNF-a.
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Die Tumormarker SCC, CEA und Cyfra-21 waren zum Zeitpunkt der Nachbeobachtung
gegeniber den Werten, die vor Beginn der Studie gemessen wurden, in den meisten Féllen
erhoht. Haufig stiegen die Werte um mehr als 25% gegenliber dem Ausgangswert (Tabelle
13).

PP-01-1 |PP-02-I PP-03-1 PP-04-11 | PP-05-11 | PP-02-11 |PP-03-1I
SCC +85% ND +20% +69% ND +42% -0,5%
CEA +21% +25% -33% +13% ND +80% +10%
CYFRA-21 | +45% +18% +75% +33% ND +58% -25%

Tabelle 13: Tumormarker am Ende der Studie im Vergleich zu den Anfangswerten in Prozent
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4 Diskussion der Ergebnisse

4.1 Vertraglichkeit

In der CTLRO2-Studie fand die Applikation der Liposomen unter Narkose wahrend der
operativen Tumorresektion statt. Daher konnten die Patient/inn/en nicht Uber sofortige
Nebenwirkungen berichten. Im Aufwachraum oder Tage nach der Operation gaben sie
keine Stérungen des Wohlbefindens an, die nicht in Zusammenhang mit dem operativen

Eingriff standen.

Es wurden keine auffalligen VVeréanderungen der Vitalparameter registriert. Da es zu keiner
Auswirkung auf Sauerstoffsattigung, Blutdruck und Herzfrequenz kam, muss bei beiden

Dosisgruppen von keiner vital bedrohlichen Wirkung ausgegangen werden.

Die Patient/inn/en der CTLPO3-Studie bekamen eine hohere Dosis an Liposomen und das
Zytostatikum Paclitaxel. Im Verlauf der Infusion kam es vereinzelt zu einem Abfall der
Sauerstoffsattigung. Dieses Ereignis trat bei zwei Patient/inn/en aus unterschiedlichen
Dosisgruppen auf. Nach einer kurzen Unterbrechung der Infusion, der Gabe von Sauerstoff
und Fortfihrung mit reduzierter Geschwindigkeit besserten sich die Sattigungswerte. In
vorhergehenden Studien von Eichhorn et al. wurde postuliert, dass sich kationische
Liposomen kurz nach Infusion bevorzugt in Lungenkapillaren finden konnten.®>®® Diese
Tatsache konnte den kurzzeitigen Abfall der Séattigung erklaren. Da sich die Séattigung
innerhalb kiirzester Zeit normalisierte, kann von einem Umverteilungseffekt ausgegangen
werden. Das konnte darauf hindeuten, dass sich ein gewisser Anteil des liposomalen
Paclitaxels (EndoTAG®-1) unselektiv im Korper verteilt und nicht am Endothel der

neugebildeten Tumorgefale wirkt.

Es zeigte sich in einigen Fallen ein Anstieg des systolischen Blutdruckes. Es kam nur in
einem Fall zu Blutdruckwerten ber 160 mm Hg. Hypertension als kardiovaskulare
Nebenwirkung wird im Zusammenhang mit Paclitaxel in der Literatur angegeben.®’

Diese vereinzelten Ereignisse koénnen im Zusammenhang mit den Infusionen als

Volumenbelastung gewertet werden. Aullerdem muss ein gewisser psychischer Stress der
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Patient/inn/en in Erwartung etwaiger Nebenwirkungen der Chemotherapie bedacht werden.

Es zeigten sich Blutdruckanstiege in beiden Dosisgruppen.

In der CTLPO3-Studie waren die Patient/inn/en bei Applikation wach und wurden
genauestens zu aufgetretenen Nebenwirkungen befragt. Zusatzlich wurden Symptome
durch Verdnderungen im vor und nach der Studie ausgefullten Quality-of-life-Index-
Fragebogen festgestellt. Da die Patient/inn/en alle in einem sehr fortgeschrittenen Stadium
ihrer Tumorerkrankung waren, kdnnen nicht alle Beschwerden auf den Einfluss von
liposomalem  Paclitaxel  zurlckgefihrt werden. Im  Sinne der klinischen
Arzneimittelprifung wurden aber alle Symptome als mdgliche Nebenwirkungen

dokumentiert.

Als eine direkte Auswirkung der Infusionen erschien das Auftreten von Schiittelfrost.
Insgesamt gaben funf Patient/inn/en dieses Symptom an. Davon waren zwei adverse events
innerhalb der niedrigen Dosisgruppe und drei adverse events in der héheren Dosisgruppe.
Schuttelfrost kann wéhrend einer Infektionskrankheit, einer Sepsis oder als Ausdruck einer
allergischen Reaktion auftreten. Bei der Anwendung von Taxol® ist diese Nebenwirkung
ebenfalls sehr h&aufig, wenngleich sie auch mehr dem Ldsungsvermittler Cremophor EL®
zugesprochen wird.> In klinischen Studien mit Liposomen wird ebenfalls das Auftreten
von allergischen Reaktionen beschrieben.®®

Wahrscheinlicher ist eine Aktivierung des Immunsystems im Sinne einer
pseudoallergischen Reaktion. Dafir spricht auch die Erh6hung der Leukozytenzahlen im
Blut und die starke Erhdhung der TNF-o-Spiegel nach Infusion der Prufmedikation.
Erhohte TNF-a-Spiegel finden sich bei einer generalisierten Immunreaktion des Kérpers.®

TNF-o gilt als stark pyrogen wirkendes Zytokin.% *

Als Kklinisches Zeichen der TNF-a-Freisetzung unmittelbar nach den Infusionen von
liposomalem Paclitaxel kénnte der in einigen Féllen beobachtete Schuttelfrost gedeutet
werden. Das Ausmal} der Beschwerden konnte nach den CTC-Kriterien des National
Cancer Institute als milde Symptomatik Grad | eingestuft werden. Wichtig erscheint in
diesem Zusammenhang die Pramedikation mit H1- und H2-Antagonisten und
Kortikosteroiden, um derartigen pseudoallergischen Reaktionen bereits prophylaktisch zu

begegnen.
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Als weitere Nebenwirkungen wurde von den Patient/inn/en Kopfschmerzen, Midigkeit,
Ubelkeit, Halsschmerzen, Mundtrockenheit und ein Engegefiithl im Hals, allerdings ohne
Stridor angegeben. Im Gegensatz zu klinischen Studien mit Taxol® erscheint das

Nebenwirkungsprofil geringfiigig, soweit dies nach drei Applikationen absehbar ist.*’

Nebenwirkungen Paclitaxel®® Nebenwirkungen
liposomales
Paclitaxel
Hypersensitivitatsreaktionen v v
Ubelkeit v v
Verénderungen des
Blutbildes
- gering v v
- stark v -
Kopfschmerzen v v
Midigkeit v v
Haarausfall v -
Mundtrockenheit v v
Neuropathie v -
Kardiotoxizitat v -
Blutdruckanstieg - v
Engegefiihl um den Hals v v
Mundtrockenheit v v

Tabelle 14: Vergleich der Nebenwirkungen zwischen Taxol® und EndoTAG®-1

Insgesamt war die Vertréglichkeit der Prifsubstanz sehr gut. Besonders gegeniiber
Paclitaxel und anderen etablierten Chemotherapeutika zeichnete sich ein glinstiges
Nebenwirkungsprofil ab. Hinsichtlich des Auftretens und des Ausmafes der beobachteten

Nebenwirkungen bestand im Vergleich beider Dosisstufen kein Unterschied.
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4.2 Blutbild und serologische Parameter

Die laborchemischen Werte und Veranderungen des Blutbildes beider Studien zeigten
vergleichbare Verénderungen.

Auffallig bei beiden Studien war der Anstieg des Fibrinogenspaltproduktes D-Dimer. Die
Werte dieses Parameters zeigten sich jeweils sechs Stunden nach Ende der Infusion stark
erhoht.

D-Dimer ist eines der Abbauprodukte nach erfolgter Fibrinolyse und zeigt somit eine
Aktivierung der Blutgerinnung an. Es gilt als duRerst sensitiver Parameter bei einer
Aktivierung des Gerinnungssystems.” Klinisch relevant kénnen in diesem Zusammenhang
vor allem tiefe Beinvenenthrombosen, pulmonale Embolien und
Verbrauchskoagulopathien sein, die aber in den durchgefiihrten Studien nicht auftraten,

was auch mithilfe der EKG-Ableitungen objektiviert wurde.®

Die Aussagekraft des D-Dimers beruht vor allem auf dem Ausschluss einer pathologischen
Gerinnungsaktivierung. Bei einem negativen D-Dimernachweis kann man mit hoher
Sicherheit davon ausgehen, dass keine thromboembolische Komplikation vorliegt. Ein
positiver Nachweis ist hdufig unspezifisch und kann beispielsweise Folge von
Tumorerkrankungen oder Lebererkrankungen sein.” Bei allen Patient/inn/en der CTLRO2-
und der CTLPO3-Studie bestanden zu keinem Zeitpunkt klinische Anzeichen einer akuten
oder chronischen tiefen Beinvenenthrombose, einer Lungenembolie oder einer
Verbrauchskoagulopathie. Erhthte Werte dieses Abbauproduktes konnten auch im
Rahmen der Tumorerkrankung z.B. in Zusammenhang mit dem Vorliegen eines
Trousseausyndroms zu erklaren sein.** Der akute Anstieg der Werte direkt nach der
Applikation der Liposomen bzw. von EndoTAG®-1 und die Normalisierung im Anschluss
wiesen allerdings deutlich auf einen Zusammenhang mit der Infusion hin. Da keine
Klinischen Anzeichen einer thromboembolischen Komplikation vorlagen, kénnte es auch
im TumorgeféaBsystem zu thrombotischen Verschliissen gekommen sein. Strieth et al.
konnten im Tierversuch zeigen, dass nach der Gabe von liposomalem Paclitaxel in der Tat
tumorselektive Mikrothrombosen fir die Reduktion der Tumorperfusion verantwortlich
sind.®! Dieser Aspekt und das Fehlen jeglicher klinischer Anzeichen fiir thrombotische
Ereignisse lasst die Vermutung zu, dass der Anstieg des D-Dimers kurz nach den
Infusionen beabsichtigte Effekte auf die intratumorale Gerinnung widerspiegeln kénnte.



4 Diskussion 52

In diesem Zusammenhang missen auch die Veranderungen der Thrombozytenzahlen im
Blutbild betrachtet werden. Die Blutplattchen sind die korpuskuldare Komponente des
Gerinnungssystems. Daruber hinaus beeinflussen sie die Angiogenese durch stimulierende
und hemmende Stoffe und kdnnen eine direkte Verbindung mit dem Endothel ein-
gehen.95’96
Die Thrombozytenzahlen zeigen in beiden Studien einen regelhaften Abfall nach den
Applikationen. Dabei blieben die Werte aber stets iber 100 G/I Thrombozyten und es kam
zu keinen klinischen Auswirkungen wie thrombopenischen Blutungen. Klinische
Symptome wie das Auftreten von Petechien sind ab 10-20 G/I Thrombozyten zu
erwarten.’” 24 Stunden nach der Infusion kam es allerdings wieder zu einem Anstieg der
Werte. Dieser schnelle Ersatz der Thrombozytenzahlen im peripheren Blut I&sst eine
toxische Knochenmarksschadigung mit Storung der Megakaryopoese unwahrscheinlich
erscheinen. Wahrscheinlicher war daher, dass eine Aktivierung des Gerinnungssystems mit
Entstehung von Mikrothromben im Tumor vorlag, wobei auch die Blutplattchen als
korpuskuldre Komponente mitreagiert hatten und verbraucht worden waren. Der
gegensinnige Verlauf von D-Dimer und Thrombozyten konnte in Analogie zu den

tierexperimentellen Daten auf tumorselektive Thrombosen hindeuten.

Zum einen beschrieben Reinish et al. 1988 eine direkte Wirkung von Liposomen auf die
Aggregation der Thrombozyten und einen Abfall der Thrombozytenzahlen.*® Zum anderen
wurde eine Bindung und Aktivierung der Thrombozyten an kationische Bindungsstellen
bereits 1968 beschrieben.®

In den préklinischen Tierversuchen mit EndoTAG®-1 wurde diese direkte Interaktion und
der daraus folgende Abfall der Thrombozyten von Eichhorn et al. ebenfalls untersucht und
diskutiert.®> Dabei erscheint zunachst eine unspezifische Aktivierung der Thrombozyten
durch Bindung an Liposomen vorzuliegen. Denn die Aktivierung der Blutplattchen
erfolgte gleichermal’en nach Infusion mit kationischen Liposomen ohne Paclitaxel sowie
nach der Gabe von Paclitaxel enkapsuliert in kationische Liposomen. Allerdings zeigte
sich in den Tierversuchen, dass nach wiederholter Gabe von liposomalem Paclitaxel eine
stirkere Aktivierung auftrat, die durch eine Schadigung des Endothels mit nachfolgender
Anlagerung von Thrombozyten zu erklaren ware.®® Aufgrund dieser Ergebnisse scheint
eine Aktivierung der Thrombozyten auf zwei verschiedenen Wegen, sowohl durch

Liposomen per se als auch durch erzielte Endothelschaden wahrscheinlich zu sein.’®
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Wihrend es nach Behandlung mit unbeladenen Liposomen nur zu einer kurzzeitigen
Beeintrachtigung der Tumorzirkulation kommen kénnte, die aufgrund der Bindung an
kationische Bindungsstellen erfolgt, koénnte es nach mehrmaliger Therapie mit
liposomalem Paclitaxel zu einer ausgepragten Perfusionseinschrdénkung durch
Anreicherung der Priifsubstanz an vorgeschadigtem Endothel kommen.®

Diese Ergebnisse machen eine wiederholte Applikation von liposomalem Paclitaxel im

klinischen Einsatz erfolgversprechend.

Bei Tumoren im Kopf-Hals-Bereich fand sich in einigen Studien eine erhdhte Expression
von Interleukin-6.""" 12 Die Werte von Interleukin-6 veranderten sich in unseren Studien
nicht wesentlich oder regelhaft und lassen daher keine Beurteilung beziglich

Vertréglichkeit und Wirksamkeit der Prifsubstanzen zu.

Sehr auffallend war die Verdnderung der Werte des Tumornekrosefaktors-o. nach
Applikation von liposomalem Paclitaxel. Dieses Zytokin wurde in der Therapiestudie
gemessen und die Werte dieses Parameters waren sechs Stunden nach Infusionsende stark
erhoht. TNF-a kann von Makrophagen, Leukozyten, Natlrlichen Killerzellen,
Keratinozyten, Fibroblasten und Tumorzellen produziert werden. Es ist bei zahlreichen
Vorgangen im Korper beteiligt. Hierzu z&hlen vor allem entziindliche Prozesse, eine
Aktivierung des Gerinnungssystems, Chemotaxis und das Tumorwachstum.'® Die
proangiogenetische Wirkung von TNF-o bei der Entstehung von rheumatoiden
Erkrankungen und entziindlichen Darmerkrankungen kann durch Antikérper gegen TNF-a
therapeutisch inhibiert werden.’®* 1 TNF-a ist in der Lage die GefaBpermeabilitat zu
erhéhen und direkt Tumorgefale zu zerstoren. Durch Hypoxie aktiviert kann das Zytokin
andererseits die Angiogenese stimulieren.’® Der signifikante Anstieg konnte daher von

einer Aktivierung der Angiogenese bzw. einer Nekrose des Tumorgewebes herriihren.

Durch die direkte Schadigung des Tumorendothels und die entstandene Hypoxie im
Tumorgewebe kénnte es zu einer ausgepragten Produktion von TNF-a. gekommen sein.'®
Damit konnen die erhohten TNF-a-Spiegel und der im Rahmen einer pseudoallergischen
Reaktion Klinisch beobachtete Schuttelfrost in einigen Fallen mdglicherweise auch

Indizien fir die antivaskuldre Wirkung der Prifsubstanz darstellen.
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Die Aktivierung des Gerinnungssystems nach der Applikation der therapeutischen
Prifsubstanz wurde bereits vorher beschrieben. Es finden sich Zusammenhénge zwischen
TNF-o-Expression und erhéhten D-Dimer-Werten in einigen Publikationen'®’, da TNF-a.

bei der Aktivierung der Fibrinolyse beteiligt ist.'* *%

Dartiber hinaus konnte durch eine Aktivierung von Leukozyten die Produktion von
Zytokinen wie TNF-a. angeregt worden sein.™*

Eine entzlindliche Reaktion nach der Infusion wirde die erhéhten Leukozytenzahlen im
Blut erklaren. In beiden Studien zeigen sich kurzzeitige Erhdhungen der Leukozytenzahlen
im Blut in Analogie zu anderen serologischen Parametern sechs Stunden nach
Infusionsende. Leukozyten reagieren auf Zytokine und kdnnen durch Diapedese aus dem
Knochenmark und lymphatischem Gewebe bei inflammatorischen VVorgéngen im Kdérper
mobilisiert werden."™ Fir systemische oder lokale Entziindungen gab es bei keinem
Patienten offensichtliche klinische Anzeichen, abgesehen von Schiittelfrostattacken, die
wiederholt zu beobachten gewesen sind und am ehesten als Reaktion auf erhohte
Zytokinspiegel — insbesondere von TNF-a - interpretiert werden konnen.

In der praklinischen Evaluation von liposomalem Paclitaxel wurde eine Interaktion der
kationischen Liposomen mit Leukozyten beschrieben. Allerdings kam es hier zu einem
Abfall der Leukozyten.®® Tozer et al. diskutierten eine Beteiligung von Leukozyten-
Endothelzell-Interaktionen bei der Permeabilitdtsdnderung der Tumorgefalle unter einer
antivaskularen ~ Therapie.®®®>  Strieth al.  konnten eine  Erhdhung  dieser
TumorgefalRpermeabilitdt in préklinischen Studien durch eine Kombination wvon
liposomalem Paclitaxel und Cisplatin erreichen. Die Interpretation der Ergebnisse dieser
Studien wies der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion allerdings keine herausragende

Bedeutung in Bezug auf den Wirkmechanismus von liposomalem Paclitaxel zu.®?

Der Anstieg der Leukozytenzahlen in beiden Studien ist moglicherweise multifaktoriell
und die Genese durch die vorliegenden Ergebnisse letztendlich nicht eindeutig zu klaren.
Am wahrscheinlichsten ist eine unter klinischen Aspekten tolerierbare immunologische
Reaktion auf die Applikation der Prifsubstanz. Erhdhte TNF-a-Spiegel kdnnten dabei zu
einer Rekrutierung der Leukozyten aus dem Knochenmark in die BlutgefaRe gefiihrt
haben.'*!
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Beim Einsatz von Paclitaxel kommt es relativ haufig zu hématologisch toxischen
Nebenwirkungen wie einer Leukozytopenie.>® Kein Patient zeigte aber einen Anhalt fiir
eine Schadigung des Knochenmarks nach Applikation unserer Prufsubstanzen. Auch
wurden keine Erhéhungen der Leberwerte registriert, obwohl die Liposomen hier

verstoffwechselt werden.

Zusammenfassend belegten die dokumentierten Verdnderungen eine sehr gute
Vertraglichkeit beider Prifsubstanzen beim Menschen. Eine antivaskuldre bzw.
zytostatische Wirkung von Paclitaxel enkapsuliert in kationische Liposomen ist mit den
Ergebnissen der serologischen Parameter vereinbar.

Interessant ist, dass keine signifikanten Unterscheide bei beiden Dosisstufen der

Prifsubstanzen zustande kamen, so dass eine weitere Dosiseskalation moglich erscheint.

4.3 Tumorselektive Anreicherung (CTLRO02)

Das sekundére Studienziel in der CTLRO2-Studie war die Feststellung der Anreicherung
der kationischen Liposomen am Tumorendothel durch eine fluoreszenzhistologische

Analyse.

In vorhergehenden Tierversuchen wurde bereits gezeigt, dass sich kationische Liposomen,
die durch einen fluoreszierenden Farbstoff markiert wurden, bevorzugt am Tumorendothel
anlagern.* Dies konnte bei insgesamt fuinf von sieben Patient/inn/en der Studie verifiziert
werden. Wahrend einer operativen Entfernung bekamen sie eine Infusion mit
fluoreszenzmarkierten kationischen Liposomen. Danach wurde eine Biopsie des Tumors in
der fluoreszenzhistologischen Analyse untersucht. Die Ergebnisse zeigten bei den meisten
Patient/inn/en eine bevorzugte Anreicherung der Priifsubstanz an den neu gebildeten

Tumorblutgefalen.
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4.4  Wirksamkeit (CTLPO3)

Neben der Vertraglichkeit sollte in der CTLPO03-Studie als sekunddres Studienziel die
Wirksamkeit von Paclitaxel enkapsuliert in kationische Liposomen geprift werden. Als
Parameter wurden die Tumormarker SCC, CEA und CYFRA-21 und die GroRRe der
Tumorlasionen bildmorphologisch bestimmt. Die Erfolgserwartungen waren in Hinblick
auf das fortgeschrittene Tumorstadium der Patient/inn/en und die zuvor erfolgten priméaren
Therapien limitiert.

Die Tumormarker SCC, CEA und CYFRA-21 werden in der klinischen Anwendung als
Verlaufsparameter eingesetzt. Wegen der individuell verschiedenen Werte kdnnen diese
Marker nicht zuverlassig zum Screening bei Kopf-Hals-Karzinomen eingesetzt werden.'*?
In der CTLPO3-Studie wurden diese Parameter jeweils vor und nach dem Durchlaufen des
Studienprotokolls gemessen. Dabei kam es zu einer deutlichen Erhéhung der Werte in fast
allen Fallen. Nach den WHO-Kriterien konnte diese Veranderung eine Progression
anzeigen. Allerdings konnte dies wiederum bildmorphologisch nicht nachgewiesen
werden. Es zeigte sich in den meisten Fallen keine GroRRenprogredienz, also eine stable
disesase nach WHO-Kriterien.

Bei den meisten Patient/inn/en zeigten sich bildmorphologisch minimale Verdnderungen
im Sinne einer stable disease also keiner signifikanten Veranderung nach WHO-KTriterien.
Nur bei Patient PP-07-11 muss danach von einer Progression ausgegangen werden.

Der kurze Nachbeobachtungszeitraum lasst sicher nur eine zurtickhaltende Interpretation

der Daten zu.

Aulerdem muss der Wirkmechanismus berticksichtigt werden. Die antivaskulére Therapie
kann nicht unmittelbar wie eine operative Entfernung des Tumors wirken, sondern wirkt
mittelbar Gber die Zerstorung der den Tumor versorgenden Geféalle. Dadurch kann der
therapeutische Effekt auch verzogert auftreten. Es war aber auch denkbar, dass durch die
indirekte Zerstérung von Tumorzellen bei der antivaskuldren Therapie Tumormarker im
peripheren Blut zu finden waren. Ein derartiger Anstieg der Tumormarker nach anderen
wirksamen Chemotherapien wurde bereits beschrieben.'** Eine Aussage zur Wirksamkeit

allein anhand des Verlaufs der Tumormarkerspiegel ist somit sicher nicht zul&ssig.
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4.5 Schlussfolgerung

In beiden Studien zeigte sich eine sehr gute Vertréglichkeit der Prufsubstanz.

Paclitaxel enkapsuliert in kationische Liposomen zeichnete sich in den verwendeten
Dosierungen durch sehr geringe Nebenwirkungen aus. Eine Aussage uber die Wirksamkeit
zu treffen, ist bei dem fortgeschrittenen Tumorstadium der hier untersuchten Patienten
schwierig. Die Ergebnisse kdnnten allerdings auf eine Wirkung auf den Tumor bzw. eine
antivaskuldre Wirkung hindeuten. Die Wirksamkeit muss nun im Rahmen weiterer
Phase-11-Studien uberprift werden.

Eine Phase-11-Studie mit tiber 200 an Pankreaskarzinomen erkrankten Patient/inn/en wurde
2008 auf dem ASCO (American Society of Clinical Oncology) prasentiert. Neben einer
Kontrollgruppe, die mit Gemcitabin behandelt wurde, erhielten Patient/inn/en mit
fortgeschrittenem Pankreaskarzinom eine Kombination aus liposomalem Paclitaxel und
Gemcitabin. Fieber und Schuttelfrost waren auch dabei die einzigen Nebenwirkungen, die
durch die Therapie mit EndoTAG®-1 gehduft vorkamen. Eine verstérkte hamatopoetische,
hepatische, neuronale, bronchopulmonale oder kardiovaskuldre Toxizitét ergab sich hierbei
ebenfalls nicht.*** 11

Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen zeigten sich geringe und nicht vital bedrohliche
Nebenwirkungen. Daruber hinaus konnte in der Phase-ll-Studie eine effektive
Wirksamkeit der zusatzlichen Medikation mit EndoTAG®-1 nachgewiesen werden. So
konnte die 12-Monatsiiberlebensrate von 17% (Monotherapie mit Gemcitabin) auf 36%
(Kombination mit EndoTAG®-1) und bei einer Verldngerung der Therapie das
Gesamtlberleben von 7,2 Monaten im Median auf 13 Monate gesteigert werden.
(Pressemitteilung Medigene AG, Martinsried, 22.10.2008).

Eine weitere Ausweitung der klinischen Prifung in Phase-111-Studien und bei anderen
Tumorerkrankungen erscheinen zum jetzigen Zeitpunkt daher sehr erfolgversprechend.

Die Ergebnisse einer Phase-Il-Studie zur Behandlung von Brustkrebs (triple receptor
negative  breast cancer) werden im ersten Halbjahr 2010  erwartet
(Pressemitteilung Medigene AG, Martinsried, 09.10.2009).



5 Zusammenfassung 58

5  Zusammenfassung

Karzinome im Kopf-Hals-Bereich zéhlen zu den haufigsten bosartigen Erkrankungen des
Menschen. Bei schlechter Prognose insbesonders in der Rezidivsituation oder beim
Versagen der Priméartherapie (Tumorresektion mit adjuvanter Bestrahlung oder
Radiochemotherapie bzw. alleiniger Radiochemotherapie) ist es obligat, neue

Therapiemoglichkeiten zu erforschen.

Ein neuer Ansatz in der Behandlung dieser malignen Erkrankungen ist eine antivaskulare
Targettherapie (sog. ,,Vascular Targeting“). Neben der Hemmung der Angiogenese koénnte
die gezielte Zerstérung des etablierten TumorgefaBsystems weitere Therapieeffekte

ermdoglichen.

Kationische Liposomen sind fir das Vascular Targeting geeignet, weil sie nach
systemischer Applikation selektiv an das Tumorendothel binden. In diesen positiv
geladenen Lipidformulierungen konnen zytotoxische Substanzen (z.B. Paclitaxel)

enkapsuliert werden und zum Tumorendothel transportiert werden.

Paclitaxel enkapsuliert in kationischen Liposomen wurde zundchst in préaklinischen
Studien evaluiert. Es zeigte eine gute Wirksamkeit durch eine Reduktion des
Tumorwachstums und der Metastasierung.

Préklinisch konnte die antivaskuldre Wirkungsweise anhand von intratumoralen
Mikrothrombosen und Perfusionsausféllen nachgewiesen werden.

Gegenstand der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit war die erste Evaluation
kationischer Liposomenformulierungen an Patient/inn/en.

In zwei prospektiven Kklinischen Studien sollte die Vertraglichkeit am Menschen getestet
werden. In der CLTRO2-Studie bekamen Patient/inn/en mit neu aufgetretenen Kopf-Hals-
Karzinomen vor der geplanten Tumorresektion eine Infusion mit unbeladenen kationischen
Liposomen. Neben der Vertraglichkeit als primdrem Studienziel wurde die selektive
Anreicherung von fluoreszenzmarkierten Liposomen am Tumorendothel tberprift, indem
Patienten im Rahmen ihrer kurativen Tumorresektion Gewebeproben entnommen wurden.
In der CTLPO3-Studie bekamen Patienten mit Kopf-Hals-Malignom und primarem

Therapieversagen Paclitaxel enkapsuliert in kationische Liposomen.
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Primares Studienziel war hier ebenfalls die Beurteilung der Vertraglichkeit und sekundéres

Studienziel die Wirksamkeit.

In beiden Studien zeigten sich geringe Nebenwirkungen. Auf die Applikation von
Paclitaxel enkapsuliert in kationische Liposomen direkt zuriickzufihren waren Mudigkeit,

Kopfschmerzen, Schiittelfrost und Ubelkeit in geringer Auspragung.

In der CTLRO2-Studie konnte die selektive Anreicherung der kationischen Liposomen
durch eine fluoreszenshistologische Darstellung eindrucksvoll bestatigt werden.

Die Wirksamkeit von Paclitaxel enkapsuliert in kationische Liposomen konnte bei
ansteigenden Tumormarkern und einer geringen Grofienverdnderung in der Bildgebung

nicht eindeutig beurteilt werden.

Im Verlauf der beiden prospektiven Studien kam es zu signifikanten Verdnderungen
laborchemischer Parameter. Nach der Applikation kam es zu einem Abfall der
Thrombozytenzahlen im Blut, der sowohl durch eine direkte Interaktion der Thrombozyten
mit den Liposomen als auch durch eine Anlagerung am geschéadigten Tumorendothel zu
erklaren ware. Ein signifikanter Anstieg des Fibrinogenspaltproduktes D-Dimer nach
Applikation von Paclitaxel enkapsuliert in kationische Liposomen konnte auf eine
intratumorale Gerinnungsaktivierung hindeuten.

Ein kurzzeitiger Anstieg von TNF-o und Leukozyten deutet aber auch auf eine
immunologische Reaktion des Korpers auf Paclitaxel enkapsuliert in kationische

Liposomen hin.

Diese beiden prospektiven Studien der Phase | zur antivaskuldren Targettherapie mit
kationischen Liposomenkomplexen, sowie erste Ergebnisse aus anderen Phase-I1- und -111-
Studien lassen auf ein grofles Potential dieser Therapieform auch bei Kopf-Hals-

Karzinomen hoffen.
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9 Anhang

EORTC QL EORTC QLQ-C30 (version 3.0)

Wir sind an einigen Angaben interessiert, die Sie und lhre Gesundheit betreffen. Bitte beantworten Sie die
folgenden Fragen selbst, indem Sie die Zahl ankreuzen, die am besten auf Sie zutrifft. Es gibt keine
»richtigen” oder ,,falschen” Antworten. Ihre Angaben werden streng vertraulich behandelt.

Bitte tragen Sie Ihre Initialen ein:
Ihr Geburtstag (Tag, Monat, Jahr):
Das heutige Datum (Tag, Monat, Jahr):

Uberhaupt
nicht Wenig MaBig Sehr
1. Bereitet es Ihnen Schwierigkeiten sich kdrperlich anzustrengen
(z.B. eine schwere Einkaufstasche oder einen Koffer zu tragen?) 1 2 3 4
2. Bereitet es Ihnen Schwierigkeiten, einen ldngeren Spaziergang zu machen? 1 2 3 4
3. Bereitet es Ihnen Schwierigkeiten, eine kurze Strecke auf3er Haus zu gehen? 1 2 3 4
4. Muissen Sie tagsuber im Bett liegen oder in einem Sessel sitzen? 1 2 3 4
5. Brauchen Sie Hilfe beim Essen, Anziehen, Waschen oder Benutzen der
Toilette? 1 2 3 4

Waéhrend der letzen Woche:

Uberhaupt
nicht Wenig MaBig Sehr

6. Waren Sie bei Ihrer Arbeit oder bei anderen tagtaglichen Beschaftigungen

eingeschrankt? 1 2 3 4
7. Waren Sie bei lhren Hobbys oder anderen Freizeitbeschaftigungen

eingeschrankt? 1 2 3 4
8. Waren Sie kurzatmig? 1 2 3 4
9. Hatten Sie Schmerzen? 1 2 3 4
10. Mussten Sie sich ausruhen? 1 2 3 4
11. Hatten Sie Schlafstérungen? 1 2 3 4
12. Fuhlten Sie sich schwach? 1 2 3 4
13. Hatten Sie Appetitmangel? 1 2 3 4
14. War lhnen bel? 1 2 3 4

15. Hatten Sie erbrochen? 1 2 3 4
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16. Hatten Sie Verstopfung? 1 2 3 4

17. Hatten Sie Durchfall? 1 2 3 4

Waéhrend der letzen Woche:

Uberhaupt
nicht Wenig MaRig Sehr
18. Waren Sie mide? 1 2 3 4
19.  Fdhlten Sie sich durch Schmerzen in Ihrem alltdglichen Leben beeintréchtigt? 1 2 3 4
20. Hatten Sie Schwierigkeiten sich auf etwas zu konzentrieren, z.B. auf das
Zeitunglesen oder das Fernsehen? 1 2 3 4
21. Fihlten Sie sich angespannt? 1 2 3 4
22, Hatten sie sich Sorgen gemacht? 1 2 3 4
23. Waren Sie reizbar? 1 2 3 4
24, Fuhlten Sie sich niedergeschlagen? 1 2 3 4
25. Hatten Sie Schwierigkeiten sich an Dinge zu erinnern? 1 2 3 4
26. Hat lhr korperlicher Zustand oder lhre medizinische Behandlung Ihr
Familienleben beeintrachtigt? 1 2 3 4
27. Hat Ihr korperlicher Zustand oder Thre medizinische Behandlung Ihr
Zusammensein oder Ihre gemeinsamen Unternehmungen mit anderen
Menschen beeintrachtigt? 1 2 3 4
28. Hat lhr kérperlicher Zustand oder Ihre medizinische Behandlung fiir Sie
Finanzielle Schwierigkeiten mit sich gebracht? 1 2 3 4

Bitte kreuzen Sie bei den folgenden Fragen die Zahl zwischen 1 und 7 an, die am besten auf Sie zutrifft

29. | Wie wiirden Sie insgesamt Ihren Gesundheitszustand wahrend der letzten Woche einschétzen?
| 1 | 2 3 4 5 6 7
Sehr schlecht ‘ ausgezeichnet
30. Wie wirden Sie insgesamt lhre Lebensqualitit wahrend der letzten Woche einschatzen?
| 1 | 2 3 4 5 6 7
| Sehr schlecht ‘ ausgezeichnet
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EORTC OLQ-H&N35
Patienten berichten manchmal die nachfolgend beschriebenen Symptome oder Probleme. Bitte beschreiben Sie, wie
stark Sie diese Symptome oder Probleme wahrend der letzten Woche empfunden haben.

Waéhrend der letzen Woche:

Uberhaupt
nicht Wenig MaBig Sehr
31. Hatten Sie Schmerzen im Mund? 1 2 3 4
32. Hatten Sie Schmerzen im Kiefer? 1 2 3 4
33. Hatten Sie wunde Stellen im Mund? 1 2 3 4
34. Hatten Sie Halsschmerzen? 1 2 3 4
35. Hatten Sie Probleme, Flissiges zu verschlucken? 1 2 3 4
36. Hatten Sie Probleme, weiche (purierte) Kost zu verschlucken? 1 2 3 4
ar. Hatten Sie Probleme, feste Kost zu schlucken? 1 2 3 4
38. Haben Sie sich verschluckt? 1 2 3 4
39. Hatten Sie Probleme mit den Zahnen? 1 2 3 4
40. Hatten Sie Probleme, den Mund weit zu 6ffnen? 1 2 3 4
41. Hatten Sie einen trockenen Mund? 1 2 3 4
42. Hatten Sie klebrigen Speichel? 1 2 3 4
43. Hatten Sie Probleme mit IThrem Geruchssinn? 1 2 3 4
44, Hatten Sie Probleme mit Ihrem Geschmackssinn? 1 2 3 4
45, Mussten Sie husten? 1 2 3 4
46. Waren Sie heiser? 1 2 3 4
47, Fihlten Sie sich krank? 1 2 3 4
48. Hat Sie Ihr Aussehen gestort? 1 2 3 4
49, Hatten Sie Schwierigkeiten beim Essen? 1 2 3 4
50. Hatten Sie Schwierigkeiten, im Beisein lhrer Familie zu essen? 1 2 3 4
51. Hatten Sie Schwierigkeiten, im Beisein anderer Leute zu essen? 1 2 3 4

52. Hatten Sie Schwierigkeiten, Ihre Mahlzeiten zu geniessen? 1 2 3 4
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Waéhrend der letzen Woche:
Uberhaupt
nicht Wenig MaBig Sehr
53. Hatten Sie Schwierigkeiten, mit anderen Leuten zu sprechen? 1 2 3 4
54, Hatten Sie Schwierigkeiten, am Telefon zu sprechen? 1 2 3 4
55. Hatten Sie Schwierigkeiten im Umgang mit lhrer Familie? 1 2 3 4
56. Hatten Sie Schwierigkeiten im Umgang mit Freunden? 1 2 3 4
57. Hatten Sie Schwierigkeiten, unter die Leute zu gehen? 1 2 3 4
Hatten Sie Schwierigkeiten beim korperlichen Kontakt in der Familie oder
58. mit Freunden? 1 2 3 4
59. Hatten Sie weniger Interesse an Sexualitét? 1 2 3 4
60. Konnten Sie Sexualitat weniger geniel3en? 1 2 3 4
Wéhrend der letzen Woche:

Nein Ja
61. Haben Sie Schmerzmittel eingenommen? 1 2
62. Haben Sie Ihre Nahrung durch Zusatzstoffe ergénzt (auler Vitamine) 1 2
63. Haben Sie eine Erndhrungssonde verwendet? 1 2
64. Haben Sie an Gewicht abgenommen? 1 2
65. Haben Sie an Gewicht zugenommen? 1 2
© Copyright 1995 EORTC Study Group on Quality of Life. Alle Rechte vorbehalten. Version 3.0
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