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1. EinfUhrung

1.1 Vorwort

In Deutschland und den USA erhalten ca. 60% der Tumorpatienten eine kurative oder palliative
Strahlentherapie - entweder als Priméartherapie oder zusatzlich zur Operation oder Chemotherapie.
Bei Erstvorstellung der Patienten mit malignen Tumoren weisen 70% eine lokoregional begrenzte
und 30% eine fernmetastasierte Erkrankung auf. VVon den lokoregionalen Erkrankungen kdnnen
56% geheilt werden, 44% rezidivieren jedoch. Zum Zeitpunkt des Todes sind bei 67% der Patienten
persistente lokoregionale Tumoren nachweisbar. [1]. Dies zeigt, dass das wesentliche Ziel einer
Tumortherapie die lokoregiondre Kontrolle sein sollte. Gerade hier gilt es, den Einsatz der
Strahlentherapie bei diesen Patienten zu optimieren.

Die Behandlung von Tumorpatienten erfordert immer mehr eine interdisziplindre, komplexe
Entscheidungsfindung unter  Bertcksichtigung grundlegender Konzepte und moderner
Technologien. Diese reicht von der Bestimmung und Evaluierung des Tumorstadiums bis zum
multimodalen Therapiekonzept und darf nie die Lebensqualitat des Patienten aus den Augen
verlieren.

Mit Hilfe von computergestltzten Bestrahlungsprotokollen unter Verwendung verschiedener
Strahlenarten kann die meist relativ geringe Selektivitat ionisierender Strahlen fiir viele Tumoren
verbessert werden. Die biologischen Auswirkungen der Strahlung sind jedoch von biochemischen
und physiologischen Faktoren, wie der Sauerstoffversorgung oder der Zellzyklusphase abhangig [2]
und betreffen sowohl neoplastisches, als auch normales Gewebe. Hier setzen
strahlensensibilisierende, radioprotektive und chemotherapeutische Agenzien an [1,3]. Sie sollen
die Strahlenwirkung dahingehend modifizieren, dass sie das normale Gewebe mdglichst wenig und

das Tumorgewebe maximal treffen. Leider sind die meisten der verwendeten Radiosensitizer weder



selektiv, noch tumorspezifisch, und Uberdies durch ihre intrinsische Toxizitat d&ufRerst
nebenwirkungsreich [1,3].
In letzter Zeit wurden mehrere Studien vertffentlicht, die anhand von Untersuchungen mit

Zellkulturen und Tumormodellen an Mausen die in vitro und in vivo Wirksamkeit von Photofrin

11® sowohl als spezifisches als auch als selektives radiosensitivierendes Agens gezeigt haben [4-
11].
Die vorliegende Arbeit beschreibt eine neue selektive und spezifische Methode zur Erhéhung der

Empfindlichkeit solider Tumore gegenuber Strahlung, insbesondere bei strahlenresistenten,

hypoxischen Tumorzellen. Ziel war es, den méglichen klinischen Einsatz von Photofrin 11® in

einer Phase | Studie zu untersuchen, um zum einen die Anwendbarkeit zu bewerten und zum
anderen die Toxizitat einer Kombination von Photofrin 11® und ionisierender Strahlung

abzuschatzen. Hierfiir wurde Photofrin 11®, das auch als photosensibilisierende Substanz in der
Photodynamischen Therapie (PDT) bekannt ist, vor Beginn der konventionellen Strahlentherapie

als radiosensibilisierendes Agens verabreicht.

1.2 Grundlagen der Strahlenbiologie

Die biologische Wirkung ionisierender Strahlung resultiert aus der Energieabsorption im Gewebe,
die zur Anregung oder lonisation von Molekilen fiihrt. Bei der Anregung wird ein Elektron auf eine
hohere energetische Schale gehoben, bei der lonisation werden ein oder mehrere Elektronen
ausgestoRen, die wiederum andere Atome anregen oder ionisieren konnen. Die zusatzlich
freiwerdende Schwingungs- und Rotationsenergie wird vor allem in Warme umwandelt.

Man unterscheidet drei Phasen der Strahlenwirkung, die nacheinander ablaufen:

1. Physikalische Phase: Die Energieabsorption erfolgt in 107%-10%s.



Die Umwandlung der Anregungsenergie in andere

Energieformen vollzieht sich in ca.
10™2 sec..
2. Chemische Phase: Biochemische Verénderungen, v.a. Radikal-

bildungen und deren Folgereaktionen, laufen ab.
3. Biologische Phase: Dauer von Sekunden bis Jahren.
Weiter unterscheidet man die direkte von der indirekten Strahlenwirkung. Bei der direkten
Strahlenwirkung werden durch lonisation Biomolekiile (z.B. DNS) gespalten und verlieren so ihre
charakteristischen Eigenschaften, bei der indirekten Strahlenwirkung entstehen Verénderungen
durch Folgeprodukte der angeregten oder ionisierten Molekile ( besonders des Wassers) [2].
Eine zentrale Rolle bei der biologischen Strahlenwirkung spielt die Radiolyse des Wassers.
Humanes Gewebe besteht zu 70-80% aus Wasser, weswegen besonders bei niedrig LET-Strahlung
Wassermolekile héaufiger als andere organische Molekiile von der Strahlung getroffen werden.
Durch Anregung entstehen H,O®, durch lonisation H,O" und e und in Folgereaktionen H®, OH®
und eaqu (hydratisierte Elektronen). Diese-Folgeradikale sind sehr aktiv und beweglich und fihren
durch Reaktionen untereinander und mit anderen Molekilen zu zwei Drittel des durch Rdntgen-
und Gammastrahlen induzierten Schadens. Sauerstoff fixiert hierbei den durch die Radikale
verursachten Schaden und spielt dadurch eine zentrale Rolle. All diese Reaktionen sind binnen
Millisekunden abgeschlossen.
Die fraktionierte Bestrahlung basiert vor allem auf den ,,4 R"s* der Strahlenbiologie [2]:
1. Repair: Subletale Strahlenschaden kénnen zwischen den Fraktionen repariert werden. Dies
erfordert zum einen eine Erhohung der Gesamtdosis, fuhrt aber durch unterschiedliche
Reparaturkapazitaten auch zu einer unterschiedlichen Strahlenantwort in verschiedenen

Geweben.



2. Reoxygenierung: Durch die Rezirkulation von Blut infolge der Wiederdffnung temporér
verschlossener Gefale und gleichzeitig vermindertem Sauerstoffbedarf durch das
geschrumpfte Tumorvolumen erhoht sich im Fraktionsintervall die Zahl gut oxygenierter,
strahlensensibler Zellen.

3. Redistribution: Da die Zellen in verschiedenen Zellzyklusphasen unterschiedlich
strahlenempfindlich sind, nimmt zun&chst die Zahl radiosensitiver Zellen nach Bestrahlung
ab. Im Fraktionsintervall beendet v.a. schnell proliferierendes Tumorgewebe diese partielle
Synchronisation der Zellen und wird dadurch wieder strahlensensibel.

4. Repopulierung: In den Fraktionsintervallen kommt es zur Zellteilung von nicht inaktivierten
Tumorzellen, aber auch von gesundem Gewebe. Auch GO-Zellen kdnnen sich wieder in die
Wachstumsfraktion einschleusen.

Fur gewohnlich sind diese Eigenschaften bei Tumor- und gesundem Gewebe unterschiedlich

stark ausgeprégt. Die Vorteile der Fraktionierung beruhen v.a. auf der Erholung des gesunden

Gewebes durch Repair und Repopulierung in den Bestrahlungspausen und damit auf der

Reduktion von Spatnebenwirkungen in spét reagierendem, gesundem Gewebe. Im Gegensatz

dazu wird Tumorgewebe durch Reoxigenierung und Redistribution in den Bestrahlungspausen

wieder sensibler fur die nachste Strahlenfraktion. Ein maximaler Strahleneffekt bei minimaler

Toxizitat ist somit gewahrleistet..

1.3 Tumorselektivitat der ionisierenden Strahlung

Die meist relativ niedrige Tumorselektivitat ionisierender Strahlung kann durch eine
dreidimensionale Bestrahlungsplanung, Hochprézisionsbestrahlung oder die Kombination
verschiedener Strahlenquellen wie Elektronen, Photonen und Protonen verbessert werden. Der
Einsatz strahlensensibilisierender Agenzien kann das AusmaR der Tumorschadigung nochmals
steigern. Diese Agenzien sind Substanzen, die kombiniert mit einer Bestrahlung eine bessere

Tumorinaktivierung erreichen, als von einer additiven Wirkung beider Therapieverfahren zu



erwarten ware. Trotz der Anwendung von modernsten Technologien und von Radiosensitizern ist,
wie zuvor erwéhnt, ein lokales Therapieversagen haufig. Gerade deshalb muss bei der Bewertung
von strahlensensibilisierenden Wirkstoffen die Wahrscheinlichkeit der lokalen Tumorkontrolle

(therapeutische Ratio) und der Méglichkeit von Komplikationen in Betracht gezogen werden.

1.4 Radiosensitizer in der Strahlentherapie

Der therapeutische Nutzen einer Strahlentherapie hangt von der biologischen Strahlenwirkung auf
Tumor- und gesundes Gewebe ab und wird u.a. durch die Sauerstoffversorgung und die
Zellzyklusphasenverteilung bestimmt. Er kann aber auch durch Chemikalien wie Radiosensitizer,
Radioprotektoren und Chemotherapeutika modifiziert werden [1,3]. Die meisten bekannten
strahlensensibilisierenden Wirkstoffe sind jedoch weder selektiv noch tumorspezifisch und fuhren
Uberdies meist zu ernsthaften systemischen Nebenwirkungen.

Die zentrale Rolle des Sauerstoffs fur die Strahlensensibilitat flhrte zu der Annahme seiner
potentiellen Relevanz fir die Tumortherapie. Das Tumorwachstum ist auf eine ausreichende
Blutversorgung angewiesen, die durch eine Angioneogenese erreicht wird. Bei schnellem
Wachstum kommt es in den inneren Regionen des Tumors zu einer Sauerstoffmangelversorgung, da
die Sauerstoffdiffusionskapazitat nicht mehr ausreicht und die Tumorzellen Sauerstoff fiir ihren
Metabolismus verbrauchen. Die Zellen werden chronisch hypoxisch. Bei einem nur temporéren
Verschluss von Gefélien tritt eine vorlibergehende Hypoxie auf, was zu einer zunehmenden
Strahlenresistenz flihrt [12-14]. Der Versuch die Tumoroxygenierung zu verbessern, liegt daher
nahe. Dies wurde mit der Anwendung von hyperbarem Sauerstoff wahrend der Bestrahlung, mit
Nitroimidazol-Verbindungen und mit einer Manipulation der Mikroumgebung des Tumors durch
eine Erhéhung der Sauerstoffkapazitat des Blutes mittels RSR-13 oder SR 4233-Tirapazamin [ 1,15

] versucht. All diese Verfahren sind jedoch auch nach zwei Jahrzehnten klinischer Forschung noch

nicht reif fir die klinische Standardanwendung [3].
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Fur nicht-hypoxische Zellen versuchte man andere Radiosensitizer wie halogenierte Pyrimidin-
Analoga (BudR und IUDR), die mit Thymidin um den Einbau in die DNS konkurrieren und die so
modifizierte Zelle strahlensensibler machen. Maximal ist dieser Effekt, wenn 30% des Thymidins
durch BudR ersetzt sind [1,3]. Diese Stoffe werden schnell abgebaut und mdissen deshalb als
Dauerinfusion verabreicht werden. Die beste Eignung zeigen sie fir Tumoren mit groRer
Wachstumsfraktion und kurzer Zellzykluszeit und damit groflem Unterschied zu normalem
Gewebe. Eine eindeutige Erhthung der Tumorkontrolle konnte jedoch noch nicht gezeigt werden
[1,3]. Als weitere Radiosensitizer sind Chemotherapeutika wie Hydroxyurea, 5-Fluorouracil,
Cisplatin und Mitomycin bekannt [3]. Sie vermindern die enzymatische Reparatur strahlenbedingter
DNS-Schéden.

Weiter wurden synchronisierende Wirkstoffe als strahlensensibilisierende Agenzien eingesetzt, die
besonders in bestimmten Zellzyklusphasen wirksam sind [3]. Durch eine geeignete Kombination
dieser Substanzen mit einer Bestrahlung sollte eine radiosensibilisierende Wirkung induziert
werden. Zwar war dies in Zellkulturen und bestimmten experimentellen Tumoren der Fall, nicht
jedoch beim Menschen mit seiner eigenen Zellheterogenitat [3].

Alle erwahnten Methoden der Radiosensibilisierung sind weder tumorselektiv noch tumorspezifisch
und werden durch ernsthafte Nebenwirkungen wie Nierenversagen, gastrointestinale
Nebenwirkungen, Neurotoxizitat und Immunsuppression in der Anwendung limitiert [1,3]. Wirden
sowohl tumorspezifische als auch selektive strahlensensibilisierende Wirkstoffe gefunden, die
zugleich keine oder nur eine minimale Toxizitat aufweisen, ware die Wahrscheinlichkeit einer

lokalen Tumorkontrolle aufRerordentlich erhoht.

1.5 Photodynamische Therapie (PDT)

Die Photodynamische Therapie entwickelte sich in den 1980er Jahren zu einer vielversprechenden

Behandlungsoption fir kleine, lokalisierte, inoperable Tumoren, wie das multifokale
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Harnblasenkarzinom [16]. Hierbei wird ein photosensibilisierenes Mittel, das sich v.a. in Tumoren
anreichert, lokal oder systemisch verabreicht. AnschlieRend erfolgt die Illumination der Neoplasie
mit einer Lichtquelle der Wellenlange, die von dem Photosensibilisator spezifisch absorbiert wird.
[17,18] Die Photosensibilisatormolekiile werden durch die Lichtabsorption aus dem energetischen
Grundzustand Sy in den elektronisch angeregten Singlet—Zustand (S; oder S, abhangig von der
Wellenlange) angeregt [19]. Die Rickkehr aus dem S;— in den Sy —Zustand erfolgt strahlungslos
oder unter Emission eines Photons (Fluoreszenz) [16,19,20].
In Abwesenheit von Sauerstoff kann keine Zellinaktivierung erfolgen [17,18, 20]. Bei ionisierender
Strahlung ist Sauerstoff zwar auch zur Strahlensensibilisierung notig, aber keine absolute
Voraussetzung zur Induktion des Zelltodes. Wahrend ionisierende Strahlung die DNS im Zellkern
angreift, zielt die PDT auf die Zellmembranzerstérung [16]. Als h&ufigste photosensibilisierende
Agenzien werden in diesem Zusammenhang Porphyrine und ihre Analoga (tetrapyrrolische
Makrozyklen) verwendet. lhre Absorptionsbanden liegen im roten sichtbaren Spektralbereich (600-
800 nm), der ein besonders hohes Penetrationsvermdgen fiir menschliches Gewebe zeigt [20], aber
nicht von endogenen Zellbestandteilen absorbiert wird und somit das Risiko einer allgemeinen
photosensibilisierenden Wirkung minimiert. Allerdings gibt es einige Limitierungen der Effektivitét
der PDT, die eine Wiederholung der PDT-Sitzungen notwendig machen und die h&ufigen
Tumorrezidive erklaren [16,17]:

1. Der niedrige molare Extinktionskoeffizient von Porphyrinen im klinisch anwendbaren roten

Spektralbereich vermindert die Effizienz der Aktivierung durch Licht.
2. Das Absorptionsmaximum der Porphyrine (630nm-Wellenldnge) hat ein reduziertes
Gewebepenetrationsvermdgen mit einer Eindringtiefe von 0,6-0,8cm [21].

Photofrin 11°, eine komplexe Mischung von Porphyrinen, die durch chemische Modifikation von
Héamatoporphyrin (Hp) hergestellt werden [22], ist die am hdufigsten verwendete Substanz und seit

kurzem auch fiir die PDT klinisch zugelassen [16, 17].
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Neben Photofrin 11® wurde auch 5-Aminolavulinsaure (5-ALA, Levulan®), eine Vorstufe von
Protoporphyrin IX (PplX) im biosynthetischen Stoffwechsel des Hams, weltweit an mehreren
Tausend Patienten erfolgreich getestet [16-18]. In klinischen Studien befinden sich u.a. m-THCP
(Foscan®), Benzoporphyrin-Derivat (BPD-MA, Visudyne™), Monoaspartylchlorin e6 (Npe6), Tin -
Etiopurpurin (SnET2, Purlytin™), induziertes Protoporphyrin X, mit Bor versetztes Protoporphyrin
(BOPP) und Motexafin Lutetium (Lu-Tex, Antrin™, Lutrin" /Optrin”") [89].

Abhangig von ihren physikalisch-chemischen Eigenschaften missen Photosensibilisatoren
intravends oder lokal appliziert werden. Die bedeutendste unerwinschte Wirkung der PDT ist die
Photosensibilisierung der Haut, die v.a. bei Photofrin 11® zeitlich protrahiert verlauft.

Zur PDT-Optimierung wird z.Z. in verschiedenen Zentren eine Kombination mit einer Operation,
Chemo- oder Radiotherapie untersucht [ 17, 23-26].

Porphyrine und ihre Derivate reichern sich bevorzugt im Tumorgewebe an. Der
Konzentrationsunterschied im Vergleich zu Haut- oder Muskelgewebe ist hierbei fir Photofrin 11®
maximal zwei- bis funffach [27-29]. In Leber, Milz und Niere ist die Konzentration des
pharmazeutischen Stoffes hingegen im normalen, intakten Gewebe hoher als im Tumorgewebe
[30].

Erklart werden kann die selektive Anreicherung von Photosensibilisatoren in Tumorzellen durch
unspezifische, tumorassoziierte, pathophysiologische Veranderungen, wie durch ein saures Milieu
(ph-Wert) [31-32], eine hohe Makrophagendichte [33-34], eine hohe Lipoproteindichte [35-38]
sowie durch einen hohen Anteil an Kollagen im Stroma und in den retikuloendothelialen Elementen

[35-36].
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1.6 Porphyrine als Sensibilisatoren ftir ionisierende Strahlung

1.6.1 Haematoporphyrin Derivat (HpD)

Bereits 1955 beschrieb Schwartz als erster die radiosensibilisierenden Effekte von Porphyrinen und
die Kombination von HpD und Strahlentherapie zur Tumortherapie [39]. Eine verbesserte lokale
Tumorkontrolle konnte v.a. beim Plattenepithelkarzinom, Rhabdomyosarkom, Fibrosarkom und bei
Karzinoiden gezeigt werden. Als Nebenwirkungen wurden Ubelkeit, Erbrechen und eine etwa zwei
Monate dauernde Lichtempfindlichkeit der Haut beschrieben. HpD, eine stark heterogene Mischung
von Porphyrin-Monomeren und -Oligomeren, wird durch die Behandlung von Hp mit
Schwefelsdure und Essigsdure erzeugt. Die partielle Reinigung von HpD mit Anreicherung der
oligomeren Komponenten ergibt das kommerziell erhaltliche Photofrin 11® [22 ].

In vivo Experimente an Mausen zeigten, dass ein Kupferkomplex des Hamatoporphyrins eine gute
strahlensensibilisierende Wirkung auf implantierte Tumoren hat. Dieser Effekt war aber nur bei
sehr niedrigen Konzentrationen der Substanz nachweisbar und kehrte sich bei hohen
Konzentrationen in eine radioprotektive Wirkung um [40-41]. Auch andere Autoren bestétigten die
Wirkung von HpD als Radiosensitizer [42-45]. Im Ratten-Gliom-Modell lieB sich das
Tumorwachstum um 40% gegentiber der Kontrolle reduzieren [45]. Andere in vitro Studien zeigten
keine strahlensensibilisierende Wirkung von HpD und ergaben sogar eine protektive Wirkung auf
anoxische Zellen [46-47]. Diese kontroversen Ergebnisse lassen sich durch den Einsatz
verschiedener HpD-Konzentrationen, unterschiedlicher Inkubationszeiten fir HpD und
verschiedener Tumorzelllinien erklaren. Bemerkenswert ist zudem, dass der Radiosensitizereffekt
von HpD in in vitro und in vivo Experimenten nachweisbar ist, wohingegen es sich bei allen
Experimenten, die keinen Effekt zeigten, um in vitro Versuche handelte. Die unterschiedliche

Mikroumgebung kdnnte bei dem Phanomen der Strahlensensibilisierung eine Rolle spielen.



14

1.6.2 Gadolinium Texaphyrin (Gd-Tex, Xcytrin')

Texaphyrine (grofRe, planare Porphyrin-dhnliche Makrozyklen, die in der Lage sind, zahlreiche
Prozesse zu koordinieren) konnen an Gadolinium(lll) und andere Elemente der trivalenten
Lanthanreihe gekoppelt werden [48-49]. Die so entstehenden synthetischen Porphyrine kénnen fir
die PDT (Lutrin™), fur die photoangioplastische Reduktion von Atheroskleroseplaques (Antrin™)
und als potentieller Verstarker fur die Strahlentherapie bei Patienten mit Hirnmetastasen, die eine
Ganzhirnbestrahlung erhalten (Gadolinium-Texaphyrin, Gd-Tex, Xcytrin" ), verwendet werden
[48]. Der Porphyrin-&hnliche Komplex reagiert mit hydratisierten Elektronen, reduzierenden Ketyl-
Radikalen und Superoxid-lonen und bildet ein langlebiges, hoch reaktives p-Radikal-lon [49]. Dass
die Metallotexaphyrine hydratisierte Elektronen einfangen und somit dir Konzentration an
Hydroxyl-Radikalen nach Anwendung ionisierender Strahlung erhdhen konnen, wurde in einer
Reihe von Studien nachgewiesen [49-56]. Von Vorteil ist diese Verbindung des Porphyrins mit
Gadolinium v.a. deshalb, weil es auch in der Radiodiagnostik als Kontrastmittel eingesetzt werden
kann und somit bei Hirntumoren und —metastasen besonders zweckdienlich ist [49,54]. Allerdings
wurden bei Gabe hoher Einzeldosen dieser Substanz Falle irreversibler Nierentoxizitat beobachtet
[55]. In vitro zeigte sich eine Zeitspanne von 2-6h zwischen Verabreichung von Gd-Tex und der
Bestrahlung als besonders effektiv im Bezug auf die radiosensibilisierende Wirkung gemessen im
Tumorwachstums- und —wachstumsverzégerungskurven und  Tumorvolumina [57]. In
verschiedenen klinischen Studien, einschlieBlich einer Phase I111-Studie, wurden die radiologischen,
neurokognitiven und neurologischen Progressionen als primdre Endpunkte und die biologische
Sicherheit von Gd-Tex untersucht [50-52, 56]. Hierbei ergab sich eine gute Vertraglichkeit von Gd-
Tex bei guter lokaler Kontrolle und sogar einer Tumorregression sowie einer verlangerten
Zeitspanne bis zur neurologischen Progression und zum Tod durch den zerebralen Tumor [50]. Als
Nebenwirkungen traten bei wiederholter Gabe von 5mg/kg Gd-Tex taglich bei 88% der Patienten

eine reversible olivgriine Hautverfarbung, bei 44% Ubelkeit und Erbrechen und ansonsten erhohte
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Werte fir ALT- und y-GT auf [50]. Eine Photosensibilisierung blieb aus, da Gd-Tex photochemisch
inaktiv ist. Aufgrund der Ausscheidung der hydrophoben Porphyrine, wie Gd-Tex, Uber den
hepatobilidren Stoffwechselweg sind Langzeitnebenwirkungen méglich [21].

Aber auch diese ermutigenden Ergebnisse sind nicht unumstritten. So fehlte bei Bernhard et al. die
strahlensensibilisierende Wirkung von Gd-Tex auf die Tumorzelllinien HT-29, U-87 MG, U251-

NCI, SW480, A549 und MCF7 [58].

1.7. Photofrin 11® als selektiver Radiosensitizer

Cohen und Schwartz zeigten als erste die strahlensensibilisierende Wirkung von HpD auf
experimentelle Tumoren und die bevorzugte Anreicherung dieser Substanz im neoplastischen
Gewebe [39-41]. Trotz der vielversprechenden Ergebnisse gibt es nur knappe Literaturdaten zu
vereinzelten weiteren Anwendungen [39-41], wahrscheinlich unter anderem dadurch bedingt, dass
eine heterogene Porphyrin-Mischung auch zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen fiihren kann.
Fiir die purifizierte Form des HpD, Photofrin 11° [22] waren daher folgende Fragestellungen von
Interesse:
1. Kann Photofrin 1I® als effiziente strahlensensibilisierende Substanz in einem
experimentellen, soliden Tumormodell sowohl in vitro als auch in vivo funktionieren?
2. Welche Mechanismen spielen hierbei eine Rolle?
3. Haben andere bekannte Photosensitizer die in der photodynamischen Therapie (PDT)
angewendet werden, einen strahlensensibilisierenden Effekt?
In der Vergangenheit wurden diese Fragestellungen in vitro und in vivo erforscht und die
Wirksamkeit von Photofrin 11° sowohl als spezifisches, als auch als selektives radiosensitivierendes

Agens gezeigt [4-8, 11].
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Abb. 1: Strukturformel von Dihdmatoporphyrinester (Photofrin 11®) [aus Stepp 1993] [59]

Kulka et al. haben in vitro die Wirksamkeit von Photofrin 11® als Radiosensitizer an zwei Zelllinien,
RT4 (Harnblasenkarzinom) und U373MG (Glioblastom), belegt [11]. Beide Zelllinien gelten als
strahlenresistent [60-63]. Andererseits wurde diese Wirkung bei den HT29 (Adenokarzinom des
Kolon) Zellen nicht beobachtet [11]. Fir hohere Strahlendosen zeigte sich bei Photofrin 11° eine
groRere Effizienz als Radiosenitizer .

Unsere Arbeitsgruppe konnte weiterhin demonstrieren, dass OE21-Zellen (Osophagus-
Plattenepittelkarzinom-Zellen) ihre Strahlensensibilitat in Gegenwart von Photofrin 11® erhéhen
[10]. Andererseits wurde diese Wirkung bei den OE33-Zellen (Osophagus-Adenokarzinom-Zellen)
nicht beobachtet [10].

Die publizierten Daten aus in vivo Experimenten [4-8], haben eine Verzdgerung des
Tumorwachstums beim Bestrahlen von Mausen, die mit humanen Blasenkarzinomzellen (RT4)
transfiziert wurden, gezeigt. Ahnliche Ergebnisse sind auch bei in vivo Experimenten mit Lewis-
Sarkomen beobachtet worden [5].

Basierend auf den oben beschriebenen Ergebnissen wurden zusatzliche Versuchsserien

durchgefiihrt, um die Effizienz von Photofrin 11° als strahlensensibilisierender Substanz im
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Vergleich zu anderen Porphyrinen zu untersuchen. Die folgenden Porphyrine wurden bewertet:
Photofrin 11®, Hamatoporphyrin (Hp), Zn(11)-Phthalocyanin-tetrasulfonat (ZnTPS) und Chlorin e g,
Zn(11)-Phthalocyanin (ZnPc), 5 —Aminolevulinsdure (5-ALA), sowie Protoporphyrin IX [6].

Die Ergebnisse belegen, dass andere tetrapyrrolische Analoga von Porphyrinen, wie Chlorine und
Phthalocyanine, die keine oligomeren Derivate enthalten, als strahlensensibilisierende Agenzien im
Wesentlichen unwirksam sind, obwohl sie alle in detektierbaren Mengen von experimentellen
Tumoren angereichert wurden.

Der Mechanismus oder die Mechanismen, auf denen die strahlensensibilisierende Wirkung von
Photofrin 11° beruht, sind letztlich noch nicht klar verstanden. Es ist aber wahrscheinlich, dass die

oligomeren Porphyrin-Komponenten, die in Photofrin 11®

angereichert sind, an dem
Sensibilisierungsprozess beteiligt sind [4-7, 64]. Man nimmt an, dass Photofrin 11° mit aktivierten
und zytotoxischen Verbindungen, wie Hydroxyl-Radikalen reagiert, die bekanntermafen als
Primadrprodukte aus der Reaktion von Rontgenstrahlen und Wasser entstehen [2]. In diesem
Zusammenhang wiirde Photofrin 11° als Verstarkungsfaktor der Bestrahlung fungieren, indem
einsetzende Reparaturprozesse minimiert werden und demzufolge ein strahleninduzierter
Zellschaden nicht mehr effektiv begrenzt werden kann. Die Photoaktivierung der Porphyrine findet
zwischen 350-800 nm statt. Die ionisierende Bestrahlung, die mit Hilfe einer therapeutischen
Vorrichtung erzeugt wird, weist beispielsweise eine Energie von 12 MeV und eine Wellenlange
zwischen 60107 bis
8¢10°nm auf, wohingegen Réntgen-Vorrichtungen, wie jene, die in den weiter oben beschriebenen
Experimenten verwendet wurden, eine Wellenldnge zwischen 8102 und 10nm haben. Es ist
deshalb unwahrscheinlich, dass die strahlensensibilisierenden Wirkungen auf einer direkten
Interaktion zwischen Porphyrin 11® und der laufenden Bestrahlung basieren. Zudem konnte gezeigt

werden, dass die Bildung von hochreaktiven Radikalen, wie Hydroxylradikalen, eine bedeutende

Rolle im Wirkungsmechanismus des Photofrin 11° als radiosensitivierende Substanz spielt [73].
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1.8. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die vorgenannten Studien haben eine Wirksamkeit von Photofrin 11® unter in vitro und
tierexperimentellen in vivo Bedingungen belegt. Basierend auf diesen Studienergebnissen war das
Ziel der vorliegenden Arbeit, den méglichen klinischen Einsatz von Photofrin 11® in einer Phase |

Studie zu untersuchen. Hierbei sollte zum einen die klinische Anwendbarkeit tberprift werden.

Zum anderen sollte die Toxizit4t einer Kombination von Photofrin 11® und ionisierender Strahlung

abgeschétzt werden.
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2. Material und Methodik

2.1. Studien Protokoll

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitat Mlnchen
genehmigt. Alle Patienten wurden in einem persénlichen Gesprach ausfiihrlich mundlich und
schriftlich aufgeklart. Von allen Patienten lag eine Einverstandniserkl&rung vor.

Als priméres Zielkriterium galt es, die Anwendbarkeit und die Toxizitat einer Kombination von

Photofrin 11® und ionisierender Strahlung zu evaluieren.
Als sekundare ZielgréRen wurden definiert:

Wirksamkeit der Kombinationstherapie durch Bestimmung der TumorgroRe mittels

Computertomographie oder Magnetresonanztomographie, Szintigraphie
o Uberlebenszeit
e Serumspiegelbestimmungen von Photofrin
e Dokumentation von unerwunschten Ereignissen
e Globalbeurteilung zur Wirksamkeit und Vertraglichkeit

Es handelt sich um eine offene, nicht vergleichende klinische Prifung der Phase I.
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Der Verlauf der Studie lasst sich durch folgendes Ablaufschema verdeutlichen bzw.

zusammenfassen:
Malnahmen Start | Vor | Ende |2M | 6M | 12M | 18M | 24M
Boost | Ra-
diatio
Anamnese/Demographie X
Einschluss-/ und X
Ausschlusskriterien
Unerwiinschte Ereignisse X X X X X
Wirksamkeit X) X) X) X X X X
klinischer Status X X X X X X X X
Globalbeurteilung X X X X X X X X

In der Initialphase wurden engmaschigere Kontrollen durchgefihrt, die folgende MalRnahmen

umfassten:

Malnahmen 2W | 4W | 6W | BW | 12W
Klinischer Status X | X | X | X X
Vertréglichkeit global X | X | X | X X
Photodokumentation X | X | X | X X
Laborparameter X | X | X | X X

Die klinische Statuserhebung beinhaltete folgende Punkte:
e Allgemeinzustand

e Erndhrungszustand
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Kdrpergewicht

Herz

Lunge

Abdomen

Leber

Milz

Nierenlager

Klopfschmerzhaftigkeit der Wirbelséule
Lymphknoten

Periphere Odeme

Entsprechend der Studienanlage wurde keine Randomisierung durchgefiihrt.

Eine Verblindung ist bei dieser Art von Studie nicht angebracht.

2.2. Ein- und Ausschlusskriterien

Folgende Einschlusskriterien galten fir die Studie:

e Alter: > 18 Jahre

Karnofsky Index > 60%

Vorliegen eines der folgenden soliden Tumoren: HNO Rezidivtumor, Bronchialkarzinom,

Sarkom, Harnblasenkarzinom, Zervixkarzinom, malignes Gliom

Kontraindikation fir eine Strahlentherapie in priméarer Verbindung mit Chemotherapie

e Schriftliche Einwilligungserklarung

Die Anwendung einer Chemotherapie konnte aus folgenden Griinden nicht durchgefiihrt werden:
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a) Alter und Allgemeinzustand, z.B. Herzinsuffizienz (im Falle von Adriamycin oder 5-FU),
akute Niereninsuffizienz mit einem Kreatininspiegel von
> 1mg/100ml (im Falle einer Cisplatin/Carboplatin Applikation)

b) Eine unzureichende Knochenmarksreserve (Leukozyten < 3000/mm°®, Thrombozyten <
100.000/mm? bei Notwendigkeit von Knochenmark toxischer Chemotherapie)

c) Ablehnung einer Chemotherapie durch den Patienten

d) Wirkungslosigkeit einer Chemotherapie nach 1-2 Zyklen bei Tumorprogress oder fehlendem

Ansprechen (weniger als 50% Tumorresponse Rate)

Folgende Ausschlusskriterien galten fir die Studie:

Vorhandensein einer Erkrankung, die durch Licht verursacht oder verstarkt wird, wie z. B.
Systemischer Lupus erythematodes, Psoriasis, Porphyrien, Xeroderma pigmentosum u.a.
Niereninsuffizienz

Leberzirrhose

Schwangerschaft und Stillzeit

Bekannte oder vermutete Non-Compliance

Fehlen der Geschaftsfahigkeit

Fehlen einer schriftlichen Einwilligungserklarung

Alter < 18 Jahre

Patienten durften nur dann in die Studie aufgenommen werden, wenn alle Einschlusskriterien erftllt

waren und kein Ausschlusskriterium vorlag.

Folgende Abbruchkriterien galten fur die Studie:

¢ Ricknahme der Einwilligungserklarung
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o Nebenwirkungen, die &rztlich nicht vertretbar sind

¢ Nichtbefolgung der arztlichen Anweisungen (Non-Compliance)

e Auftreten von allergischen Reaktionen

¢ Interkurrierende Erkrankungen, die eine Weiterfiihrung nicht erlauben

e jedwedes Ereignis, das nach Ansicht des Prufarztes eine Weiterfihrung unter
Studienbedingungen als nicht gerechtfertigt erscheinen lasst

In den oben genannten Fallen wurden die Patienten den Studienbedingungen unmittelbar entzogen

und unter individueller Nutzen-/Risiko-Abwagung der bestmdglichen Standardtherapie zugefihrt.

2.3. Feststellung der Wirksamkeit

Die Beurteilung der therapeutischen Wirksamkeit grindete sich auf die folgende
Standardklassifikation in der Onkologie:

e komplette Remission,

e partielle Remission,

e keine Anderung und

e Tumorprogression.

Die Entscheidung darlber wurde Uber bildgebende Verfahren herbeigefthrt.
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Daneben galten folgende Parameter als Kriterien der Wirksamkeit:
o Uberlebenszeit
e Kilinischer Status im Sinne der Wirksamkeit
e Globalbewertungen zur Wirksamkeit
Folgende Kontrollzeitpunkte waren zur Bestimmung der Wirksamkeit vorgesehen:
e Vor Bestrahlung
e Vor der Boost Bestrahlung
e Ende der Strahlentherapie
e 2,6,12,18 und 24 Monate nach Beendigung der Strahlentherapie
Die  Evaluierung der TumorgréRe erfolgte  mittels  Computertomographie
Magnetresonanztomographie. Bei selektierten Patienten wurde zudem

Positronenemissionstomographie (PET) durchgefihrt.

2.4. Feststellung von Nebenwirkungen

Zur Evaluierung der Arzneimittelsicherheit wurden folgende KenngroRRen herangezogen:
e Klinischer Status beziiglich Vertraglichkeit
e Laboruntersuchungen: Hamatologie, klinische Chemie
e Dokumentation von unerwunschten Ereignissen

e Globalbewertungen zur Vertraglichkeit

Serumspiegelbestimmungen von Photofrin

2.5. Statistische Uberlegungen

Die Studienpatienten wurden in zwei Populationen eingeteilt:
e Intend-to-treat Population (carry-forward last value)

e Per-Protokoll Population

bzw.

eine
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In die Intend-to-treat Population wurden alle Patienten aufgenommen, die zumindest einmal eine
Prifmedikation erhalten haben. Die Per-Protokoll Population beinhaltete alle Patienten, die die
klinische Prifung ordnungsgemaR durchlaufen haben.

Die Auswertung der Daten erfolgte entsprechend den Studienzielen deskriptiv.

Die deskriptive Darstellung der erhobenen Daten orientierte sich am Skalenniveau und lasst sich
wie folgt beschreiben.

a) Nominalskalen/Ordinalskalen:

o Zellh&ufigkeiten der Stufen
e Angabe zu fehlenden Daten
e valide Anzahl

e Gesamtzahl

b) Intervallskalen/Verhaltnisskalen:

e arithmetisches Mittel

e Standardabweichung

e Median

e Spreizung
e Minimum
e Maximum

e valide Anzahl
e Konfidenzintervall (95%)
Neben der Zusammenfassung der Daten mittels statistischer KenngroRen, erfolgten

Einzelfalldarstellungen fir das Gesamtkollektiv.
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2.6. Patientenkollektiv

12 Patienten wurden in die Studie eingeschlossen (5 Frauen, 7 Ménner; Durchschnittsalter 53,6
Jahre) (Tabellel). Sieben Patienten hatten solide Tumoren in der Beckengegend, die nicht operabel
waren (n=4 Blasenkrebs, n=2 Beckensarkom, n=1 Zervixkarzinom). Drei Patienten hatten ein
Astrozytom (WHO Grad I11), ein mannlicher Patient hatte ein Rezidiv eines Oropharynxkarzinoms
und ein ménnlicher Patient hatte ein Rezidiv einer Adenokarzinom der Keilbeinhthle, wobei er
nicht vorbestrahlt war. Alle Patienten mit Beckentumoren hatten Kontraindikationen fir eine
begleitende Chemotherapie. Einer der drei Patienten mit Astrozytom litt an einem Tumorrezidiv.

Tabelle 1 fasst die Diagnosen zu den einzelnen Patienten zusammen.

Anzahl Patienten Geschlecht Diagnose

3 1w, 2m Blasenkarzinom

1 m Lokalrezidiv Blasenkarzinom

1 w Zervixkarzinom, FIGO IV

2 2w Sarkom im Becken

3 1w, 2m Astrozytom, WHO Grad Il

1 m Rezidiv eines Oropharynxkarzinoms

1 m Rezidiv eines Adenokarzinoms der
Keilbeinhthle

Tabelle 1: Patientenkollektiv der mit Photofrin 1l behandelten Patienten
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2.7. Behandlungsprotokoll

Die applizierte Dosis ionisierender Strahlung reichte von 44,4 Gy bis 50,4 Gy. Im Bereich des
Beckens wurde eine Boost-Bestrahlung von 14 Gy hinzugefugt. Bei den Astrozytomen betrug die
Strahlendosis 30 Gy bei dem Patienten mit Tumorrezidiv, da dieser Patient in der VVergangenheit
schon mit 60 Gy bestrahlt worden war, und 40 Gy + 20 Gy Boost bei den anderen Patienten. Der
Patient mit dem Rezidiv eines Oropharynxkarzinoms erhielt eine Brachytherapie mit einer Dosis
von 30 Gy. Der Patient mit dem Rezidiv eines Keilbeintumors wurde mit 50.4 + 9 Gy Boost
bestrahlt.

Allen Patienten wurde 24 Stunden vor Beginn der Strahlentherapie intravents 1 mg/kg Photofrin 11
(Axcan, Canada) injiziert.

Aufgrund der bekannten Photosensibilitat, die durch Porphyrine ausgel6st wird, wurde den
Patienten empfohlen, einen direkten Kontakt mit Licht zu vermeiden und insbesondere ihre Augen
in den ersten Tagen nach der Therapie zu schutzen [16,17,65]. Alle Patienten wurden in speziell
eingerichteten Zimmern untergebracht, die ganzlich vom Sonnenlicht abgeschirmt waren und mit
einer Beleuchtung von nicht mehr als 40 Watt ausgestattet waren.

Am Tag vor der ersten Bestrahlung injizierten wir 1 mg/kg Photofrin 11 (Axcan, Mont Saint.
Hilaire, Canada) intravends. Fur Photofrin Il als photodynamisches Agens liegt der Bereich der
therapeutischen Dosis zwischen 1,0 und 2,5 mg/kg [ 17]. Da zur Zeit keine Literatur tiber Photofrin
Il als strahlensensibilisierender Wirkstoff zur Verfugung steht, erschien die Entscheidung
angebracht, mit der bekannten therapeutischen Minimaldosis fir die PDT zu behandeln. Hierdurch
wollten wir unbekannte Komplikationen vermeiden, die bei der Anwendung am Menschen durch
eine eventuelle Uberdosierung auftreten konnten. Einige Berichte weisen jedoch darauf hin, dass
das Vorhandensein von Porphyrinen wéahrend der Bestrahlung die lokalen Nebenwirkungen der

Strahlentherapie nicht verstarkt [ 66,67].
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Die relative Konzentration von Photofrin Il im Serum der Patienten wurde vor Beginn der Therapie
und téglich danach, bestimmt. Die daflir angewandte Methode war eine lonenpaar-Reversed-phase-
HPLC [68], mit Fluoreszenzdetektion nach der Festphasenextraktion, unter Verwendung der reinen

Medikamenten-Substanz von Photofrin 11 zur Kalibrierung.
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3. Ergebnisse

3.1. Nebenwirkungsprofil

Zwischen August 2003 und August 2005 wurden insgesamt 12 Patienten in die Studie
eingeschlossen. Davon waren sieben mannlich und funf weiblich. Das mittlere Alter betrug 57 + 19
Jahre (Range 26 bis 84 Jahre).

Innerhalb der Studienpopulation wurden nur geringfiigige Nebenwirkungen, wie milde Diarrho,
Ubelkeit oder geringe Hautreaktionen beobachtet. Schwerwiegende Nebenwirkungen traten nicht

auf.

3.2. Ergebnisse der Studienpatienten

Das mittlere Follow-up der Patienten lag bei 11 Monaten (Range 3-28 Monate).

Tabelle 2 fasst die Ergebnisse der Patienten und die jeweilige Follow-up Zeit zusammen. Eine
komplette Remission wurde bei 4/12 Patienten beobachtet (n=1 Beckensarkom, n=1
Cervixcarcinom, n=1 Adenokarzinomrezidiv der Keilbeinhthle und n=1 Astrozytom, WHO Grad
).

Abb. 2: Patientin mit Zervixkarzinom vor (links) und in der ersten MRT Kontrolle (rechts) nach
Radiatio mit Photofrin I
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Pt.-Nr |Diagnose Follow up |Ergebnisse
1 Zervixkarzinom, FIGO IV 27 Monate | Vollremission
2 Sarkom im Becken 28 Monate | Vollremission
3 Astrozytomrezidiv, 5 Monate Progredienz nach 5 Monaten, Pt.
WHO Grad Il verstorben
4 Blasenkarzinom 12 Monate | 45%-ige Tumorreduktion, RO
Resektion. Pt. aufgrund von
Fernmetastasen verstorben, kein
Lokalrezidiv
5 Blasenkarzinom 4 Monate Keine Veranderung des
Tumorvolumens, Pt. aufgrund
von Fernmetastasen verstorben.
6 Blasenkarzinom 4 Monate In der PET nur marginale
Tumorvitalitat. Pt. aufgrund von
Myokardinfarkt verstorben
7 Lokalrezidiv 11 Monate | 35-40%-ige Tumorreduktion; Pt.
Blasenkarzinom lehnte Operation ab. Nach 12.
Monaten lost-to-follow-up In
diesem Zeitraum keine
Tumorprogredienz.
8 Astrozytom, WHO Grad Il |15 Monate | Keine Veranderung des
Tumorvolumens,
Weiterbehandlung mit
Chemotherapie.
9 Astrozytom, WHO Grad Il |14 Monate | Keine Veranderung des
Tumorvolumens. In der FET-
PET keine Tumorvitalitat.
10 Sarkom im Becken 16 Monate | 45%-ige Tumorreduktion
Weiterbehandlung mit
Hyperthemie und
Chemotherapie
11 Adenokarzinomrezidiv der |4 Monate 40%-ige Tumorreduktion. In der
Keilbeinhohle FET-PET keine Tumorvitalitat.
12 Oropharynxkarzinomrezidiv |3 Monate Keine Veranderung des

Tumorvolumens.

Tabelle 2: Ergebnisse der mit Photofrin 11 behandelten Patienten
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Blasenkarzinom

Die MRT demonstrierte bei der Patientin mit Blasenkarzinom (Patientennummer 4) eine 45%-ige
Reduktion des Tumorvolumens (Abb. 3 und 3a). Hierdurch wurde eine komplette Resektion des
Tumors (RO) moglich. Der entfernte residuale Tumor bestand histologisch aus fibrésem und
nekrotischem Gewebe wie auch aus einigen residualen Zonen mit neoplastischem Gewebe. Zehn
Monate nach Abschluss der Behandlung wies die Patientin Abdominal- und Knochenmetastasen
auf, in der urologischen Untersuchung und in der CT/MRT Diagnostik konnte aber kein lokales
Rezidiv nachgewiesen werden. Die Patientin starb nach einem Jahr aufgrund auf Fernmetastasen.
Ein Lokalrezidiv wurde nicht beobachtet.

Bei dem Patient mit einem Rezidiv eines Blasenkarzinoms (Patientennummer 7) wurde eine 30-
35%ige Reduktion des Tumorvolumens beobachtet. Der Tumor wurde nun als potentiell resezierbar
eingestuft. Der Patient lehnte den chirurgischen Eingriff allerdings ab. Im Rahmen der
Nachbeobachtung nach einem Jahr wurde keine richtungsweisende Anderung des Tumorvolumens
festgestellt, obwohl keine weitere Behandlung eingesetzt worden war. Der Patient lehnte eine
Operation weiterhin ab und erschien nicht mehr zu Nachsorge.

Bei den beiden 80-jahrigen Patienten mit Blasenkarzinom (Patientennummern 5 und 6) zeigte die
MRT keine Veranderung des Tumorvolumens. Eine PET Untersuchung wies bei einem Patienten
eine 90%-ige Reduktion der Tumorvitalitat auf (Patientennummer 6). Beide Patienten verstarben
nach vier Monaten — Patient 5 starb aufgrund von Fernmetastasen, Patient 6 aufgrund eines

Myokardinfarktes.
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Abb. 3: Patientin mit Blasenkarzinom vor (oben) und in der ersten MRT Kontrolle (unten) nach
Radiatio mit Photofrin Il

Sarkome

Bei einer Patientin (Patientennummer 2) mit einem Sarkom des Beckens wurde eine Vollremission
beobachtet. Die Patientin ist nach einem Follow-up von 28 Monaten in der PET-Kontrolle weiterhin

tumorfrei.
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Bei der anderen Patientin mit einem Sarkom des Beckens (Patientennummer 10) trat eine Gber 45%-
ige Reduktion des lokalen Tumorvolumens auf. Die Patientin wurde weiter kombiniert mit

Chemotherapie und Hyperthermie behandelt.
Zervixkarzinom

Bei der Patientin mit einem Zervixkarzinom / FIGO IV (Patientennummer 1) kam es zu einer

Vollremission. Auch im Follow-up nach 27 Monaten wurde kein Rezidivtumor festgestellt.
Oropharynxkarzinom

Bei dem Patienten mit Oropharynxkarzinom (Patientennummer 12) wurde ein stabiler
Krankheitsverlauf beobachtet. Ein Tumorprogress war im kurzfristigen Follow-up nicht zu

verzeichnen. Der Patient wurde mit Chemotherapie weiterbehandelt.
Astrozytome

Bei einem Patienten mit einem Rezidiv eines Astrozytoms WHO Grad Il (Patientennummer 3) trat
nach finf Monaten eine lokale Tumorprogression auf. Der Patient verstarb aufgrund des
progredienten Tumorwachstums.

Bei den beiden anderen Patienten mit Astrozytoms WHO Grad 111 (Patientennummern 8 und 9)
wurde bei einem Follow-up von 14 Monaten ein stabiler Krankheitsverlauf beobachtet. Patient 8
wurde chemotherapeutisch weiterbehandelt. Bei Patientin 9 zeigte sich in der MRT kein
Tumorprogress. Die FET-PET Kontrolle zeigt weiterhin auch nach 14 Monaten keine

Tumorvitalitat.
Adenokarzinom der Keilbeinhéhle

Bei dem Patienten mit einem Rezidiv eines Adenokarzinoms der Keilbeinhthle zeigte sich in der
initialen MRT Kontrolle eine etwa 40%-ige Reduktion des Tumorvolumens.
Im weiteren, kurzfristigen Verlauf ergab sich keine weitere Anderung des Tumorvolumens. Die

FET-PET Kontrolle zeigt weiterhin nach 4 Monaten keine Tumorvitalitat.
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3.3. Pharmakokinetisches Verhalten von Photofrin 11®

Die Bestimmung des pharmakokinetischen Verhaltens von Photofrin 11° im Serum erfolgte mit
Hilfe von spektrophotofluorimetrischen Methoden anhand von Blutproben, die bis zum 45. Tag
nach i.v. Injektion entnommen wurden [68]. Aus Abb. 4 ist ersichtlich, dass alle Patienten etwa 1h
vor Injektion von Photofrin 11® ein niedriges Basisniveau an Fluoreszenz in der Analyse zeigten,
das durch endogene Porphyrine hervorgerufen wird [64, 72]. Der Abfall des Photofrin 11®-Niveaus
folgte einer zweiphasigen Kinetik. In der ersten, schnellen Phase erfolgte eine Clearance von 90%
des Porphyrins innerhalb von flinf Tagen. In der zweiten, langsamen Phase wird das Basishiveau an
Porphyrinen im Blut erst nach 35-45 Tagen erreicht. Diese Daten stimmen mit den aus der PDT
bekannten Daten Uberein [65]. Die Photosensibilitat ist hierbei nur mit der schnellen Phase

assoziiert [32].
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Abb. 4: Darstellung des Photofrin-Aquivalents im Serum bei sechs Patienten
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4. Diskussion

Die  Ergebnisse  dieser  Arbeit zeigen, dass Photofrin  11®

unter  geeigneten
Verabreichungsbedingungen als  Strahlensensitizer  wirken kann. Selbst bei hdchst
strahlenresistenten Tumoren wie Glioblastomen und Harnblasentumoren [60-63] konnte in dieser
Pilotstudie ein strahlensensibilisierender Effekt der Substanz nachgewiesen werden .

Vorarbeiten hatten hingegen gezeigt, dass Photofrin 11°

alleine — also ohne Anwendung
ionisierender Strahlen - genau wie sein weniger gereinigtes Analogon HpD - keine signifikante
Reduktion des Tumorvolumens verursacht [39, 40, 42, 43, 45].

Zudem wurde in anderen Arbeiten dargestellt, dass andere kommerziell erhéltliche Porphyrine
keinen strahlensensibilisierenden Effekt haben und somit nur als Photosensitizer fur die PDT
verwendet werden koénnen [5, 6]. Als Ausnahme muss hier Gadolinium-Texapyrin (Gd-Tex)
genannt werden, das sich in vivo und in vitro als Strahlensensibilisator herausstellte [48, 49, 50-52,
54, 56, 57, 74]. Seine Effizienz ist allerdings nicht unumstritten [58]. Eine strahlensensibilisierende
Wirkung zeigten auch synthetische Metallporphyrine [75].

Der Mechanismus des Effektes von Strahlensensibilisatoren beruht im Allgemeinen auf der
Imitation der Wirkung von Sauerstoff und somit auf der Verstarkung des durch die ionisierenden
Strahlen verursachten Schadens. Die am hdufigsten klinisch untersuchten Radiosensitizer sind die
Nitroimidazole, deren Anwendung in einem konventionellen, taglichen Bestrahlungsregime jedoch
durch ihre Neurotoxizitat verhindert wird [1, 3, 13].

Zur Zeit werden weitere Substanzen, wie Tirapazamin [76, 77 ], RSR 13 [15] und mit
Polyethylenglykol (PEG) modifiziertes Rinderhdmoglobin [78] als Radiosensitizer flr hypoxische
Tumorzellen untersucht.

Im Gegensatz zu anderen Photosensitizern reichert sich Photofrin 11° bevorzugt in soliden Tumoren

und nicht in Haut- oder Muskelgewebe an [16-18, 28, 35, 36, 79] und kdnnte so eine kombinierte
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Verwendung als photo- und radiosensibilisierendes Agens ermdglichen. Hieraus ergibt sich die
einzigartige Perspektive, dass die kombinierte, konzertierte Wirkung beider Therapiemethoden zur
besseren Kontrolle des Tumorwachstums eingesetzt werden kénnte.

Der genaue Wirkmechanismus von Photofrin 11® als Radiosensitizer ist derzeit noch nicht bekannt.

Ein detailliertes Verstandnis der Mechanismen, die Photofrin 11° zu einem Radiosensitizer machen,

wird dadurch erschwert, dass es sich bei dieser Substanz um eine sehr heterogene chemische

Zusammensetzung handelt.

Der Wellenlangenbereich der Photoaktivierung von Photofrin 11® befindet sich zwischen 350-

800nm, wohingegen der Wellenlangenbereich einer therapeutischen Bestrahlungseinheit mit 12

MeV zwischen 610 bis 8e10nm und der in den Experimenten verwendeten Rontgen-Geréte

zwischen 810 und 10nm liegt. Somit ist als Wirkmechanismus eine direkte Wechselwirkung

zwischen dem Porphyrin und der simultanen Bestrahlung unwahrscheinlich.

Zur Erklarung des Phanomens der Strahlensensibilisierung gibt es zwei Hypothesen:

1. Bei der Interaktion zwischen RoOntgenstrahlen und Wasser entstehen aktivierte und
zytotoxische Molekiile wie Hydroxyl-Radikale. Photofrin 11° reagiert mit diesen, fiihrt so zu
einer verstarkten Radiolyse des Wassers und damit zu der Radiosensibilisierung [2]. Fur Gd-
Tex wurde ein &hnlicher Mechanismus gezeigt. Dieses bildet nach Reaktion mit
hydratisierten Elektronen, reduzierenden Ketyl-Radikalen oder Superoxid-lonen ein
langlebiges und hochreaktives p-Radikal-lon [49].

2. Photofrin 11® verhindert die Induktion von Reparaturprozessen und fixiert so den
Strahlenschaden an den Zellen. Die durch ionisierende Strahlung verursachten subletalen
Schéden konnen sich zu einem letalen Schaden entwickeln oder Reparaturmechanismen
stimulieren. Hier kénnte Photofrin 11° angreifen und durch Bindung an Reparaturproteine
deren Effizienz reduzieren. Es wurde bereits nachgewiesen, dass Photofrin 11° in geringem

Ausmal’ an verschiedene Serum- oder Membran-Proteine bindet [80].
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Die Daten unserer Arbeitsgruppe unterstiitzen die erste Hypothese, laut der das Photofrin 11® mit
OH-Radikalen aus der Radiolyse des Wassers reagiert. Ihre hohe intrinsische Reaktivitét erlaubt es
ihnen, den Abbau einer groRen Anzahl verschiedener Biomolekile zu beschleunigen [2]. So kdnnte
auch Photofrin 11° mit seinen groRen Oligomeren (Molekulargewicht bis 5.000 Dalton) [20] ein
wichtiges Ziel fir diese Radikale sein.

Die strahlensensibilisierenden Komponenten des Photofrins 11®

sind wahrscheinlich die oligomeren
hydrophoben Anteile, da weder Hp, noch Protoporphyrin, das in HpD in relativ groBen Mengen als
monomerer Anteil vorkommt, eine detektierbare strahlensensibilisierende Wirkung gezeigt haben
[5, 6]. Es gibt Hinweise, dass die oligomeren Anteile des Photofrin 11° in biologischen Medien stark
aggregieren, um hochhydrophobe pseudomizelldre Strukturen zu bilden [29, 35]. Gerade diese
Hydrophobie begunstigt die Anreicherung im Tumorgewebe.
Die Ergebnisse zur Anwendung von Photofrin 11° bei 12 Patienten im Rahmen der vorliegenden
Studie zeigen, dass Photofrin 11° unter geeigneten Bedingungen ein effizienter Radiosensitizer fiir
die Therapie von soliden Tumoren sein kann. Auf die kombinierte Therapie mit akzelerierter
Radiotherapie und Photofrin 11° zeigten die Tumoren dieser Patienten trotz ihrer tblicherweise
hohen Strahlenresistenz ein gutes Ansprechen bei minimalen Nebenwirkungen. Die optimale Dosis
gilt es hierbei noch im Rahmen von Dosis-Eskalationsversuchen zu bestimmen. Die ublichen,
lokalen Nebenwirkungen der Radiotherapie wurden durch die Porphyrine nicht wesentlich verstarkt
[66, 67].
Die Wirksamkeit des Photofrins 11° als Strahlensensibilisator fiir Tumoren ist aus verschiedenen
Grlnden von besonderem Interesse:
1. Da Photofrin 11® fir die PDT zugelassen ist, ist seine Verwendung fiir die Radiotherapie
erleichtert, da aufwendige und teure toxikologische Studien weitgehend entfallen kénnen.

2. Photofrin 11° zeigt im Gegensatz zu anderen Substanzen eine Tumorgewebsselektivitat und

keine detektierbare Toxizitat im therapeutischen Bereich [1-3, 16, 17, 29].
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3. Der mégliche Einsatz von Photofrin 11® als Photo- und Radiosensitizer 6ffnet die
Moglichkeiten zu einer kombinierten Behandlung mit photodynamischer Therapie und
Bestrahlung zur besseren Tumorkontrolle.

Der optimale Zeitraum zur Applikation von Photofrin 11® scheint wahrend der Beschrankung des

Zielvolumens der Radiotherapie auf das Tumorvolumen gegeben zu sein, also wahrend einer

Brachytherapie, einer Hochprazisionsbestrahlung, eines Afterloadings oder einer Boostbestrahlung.

Die maximale therapeutische Konzentration von Photofrin 11° wird 24 bis 72 Stunden nach der

Injektion im Tumorgewebe erreicht [16, 17, 28, 29]. Deshalb sollte die ionisierende Strahlung

innerhalb dieses Zeitraums verabreicht werden. Mdoglich wére auch die Durchfiihrung einer

einmaligen intraoperativen Bestrahlung.

Eine mégliche Einschrankung des Einsatzes von Photofrin 11® in der Radiotherapie kénnte sich aus

der Photosensibilisierung der Haut ergeben. In unserer Patientenpopulation hatten sich bei einer

Dosis von 1mg/kg keine héhergradigen Nebenwirkungen ergeben. Es hatten sich lediglich geringe

Hautreaktionen gezeigt. Allerdings muss der Patient fur eine von Patient zu Patient unterschiedliche

Zeit vor Sonnenlicht geschiitzt und in einem besonders ausgestatteten Raum mit einer Beleuchtung

von maximal 40-60 Watt untergebracht werden. Die Metabolisierung und der Abbau von Photofrin

11® sind hauptséachlich an die Leberfunktion und an den allgemeinen Stoffwechsel des einzelnen

Patienten gebunden. Die Hautempfindlichkeit ist nicht dosisabhangig [65]. GemaR der Literatur zu

PDT veroffentlichten Daten, hatten wiesen einige Patienten, die eine relativ niedrig dosierte

Injektion (1mg/kg) erhalten hatten, eine langer anhaltende Hautempfindlichkeit auf als Patienten,

bei denen 2,5 mg/kg injiziert wurden [65]. Bei einer PDT mit 4,5 mg/kg Photofrin 11® war die

Hautempfindlichkeit im Vergleich zu niedrigeren Dosen nicht erhoht [81].

Folgende Malinahmen erscheinen jedoch empfehlenswert, um Komplikationen zu vermeiden:

1. Die Patienten sind wahrend der ersten Tage nach Injektion von Photofrin 11° vor Licht zu

schitzen.
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2. Die Photofrin 11®-Konzentration im Blut sollte vor Beginn der Therapie und
dann taglich gemessen werden. Eine lonenpaar-Reversed-phase-HPLC (High Performance
Liquid Chromatograph =  Hochleistungsflussigkeitschromato-graph)  mit  einer
Fluoreszenzdetektion nach der Festphasenextraktion eignet sich hierzu am besten. Kalibriert
sollte mit der reinen Arzneimittelsubstanz werden [8, 68]. Die Photofrin 11°- Ausscheidung
scheint sowohl vom Metabolismus des Kdrpers als auch vom sogenannten ,,photobleaching®
(Degenerierung des Porphyrins durch Licht) abhéngig zu sein [17].

Die beobachtete Reduktion des Tumorvolumens bei einem Teil unserer Patienten kann klinisch als

durchaus bedeutsam gewertet werden, da bekannt ist, dass Blasenkarzinome sehr strahlenresistent

sind [60, 62]. Ein Vergleich mit anderen, in der Strahlentherapie angewandten Therapiemethoden
ist schwierig, da es sich um eine Vielzahl verschiedener therapeutischer Protokolle handelt, die zum
einen verschiedene Dosierungsschemata mit unterschiedlichen chemischen Substanzen anwenden
und zum anderen unterschiedliche Tumorstadien mit variablem histologischem Grading

einschlieBen [ 69-71].

Einschrankend ist zu sagen, dass unsere Studie als Pilot- und Phase I-Studie konzipiert war, und

unsere Patientenpopulation relativ klein war. Um umfassende Aussagen zu einer Wirksamkeit der

Substanz als Strahlensensibilisator zu machen, sind gréRere Studien notwendig.

Die Wirksamkeit und Sicherheit einer kombinierten Therapie aus Photofrin 11° und einer

Strahlentherapie wird derzeit in Phase I/11-Studien untersucht. Beurteilt wird ebenfalls die Rolle von

selektierten experimentellen Parametern in der Modulation der Tumorantwort. Ferner interessieren

auch die optimale Strahlendosis, das Zeitintervall zwischen Photofrin 11°-Injektion und Bestrahlung
und die niedrigste Photofrinkonzentration, die eine Tumorresponse erzeugt.

Die Koppelung von Photofrin 11° mit Kontrastmitteln wie Gadolinium oder Mangandipyridoxyl-5"-

diphosphat (Mn-DPDP) [82, 83] kdnnte mit dem Ziel untersucht werden, diagnostische Methoden

mit Behandlungsmethoden zu kombinieren [47-59]. Es wurden auch schon paramagnetische
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Metalloporphyrine als Kontrastmittel oder Strahlensensibilisator vorgeschlagen [84-87] oder eine

Kombination von Mn mit Hamatoporphyrin als Kontrastmittel [88].

Interessant ist auch die Verwendung von mit Bor funktionalisierten Porphyrinen fiir den Bor-

Neutroneneinfang (BNCT) zur Behandlung von bdsartigen Hirntumoren [31, 74].

Insgesamt ist Photofrin 11° gerade aufgrund folgender Eigenschaften ein niitzliches Agens fir die

Behandlung von Tumoren:

1. Es verstarkt die Wirkung von ionisierenden Strahlen auf Tumoren, aber nicht auf das
umgebende, gesunde Gewebe.

2. Es fordert Mechanismen, die gegen hypoxische Zellen aktiv sind.

3. Es hat eine niedrige intrinsische Toxizitét.

GroRere Studien — bis hin zu randomisierten Studien mit multizentrischem Ansatz - sind notwendig,

um die Effektivitat der Substanz zu belegen. Die vorliegenden Ergebnisse unserer Pilot- und Phase

I-Studie erscheinen jedoch ermutigend.
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5. Zusammenfassung

Die fir viele Tumorarten relativ geringe Selektivitat ionisierender Strahlung kann durch
computergesteuerte Bestrahlungsprotokolle und den Einsatz verschiedener Strahlenarten verbessert
werden. Die biologische Strahlenwirkung betrifft sowohl neoplastisches als auch gesundes Gewebe
und ist von biochemischen und physiologischen Faktoren wie Sauerstoffversorgung oder Zellzyklus
abhangig [2]. Eine Modifikation kann durch chemische Agenzien wie Radiosensitizer,
Radioprotektoren und Chemotherapeutika erreicht werden [1, 3] und ist wichtig, um einen
maximalen Effekt auf den Tumor und einen minimalen Effekt auf das gesunde Gewebe zu
erreichen. Jedoch sind die meisten Radiosensitizer weder selektiv noch tumorspezifisch.

Photofrin 11° ist die purifizierte Form von HpD [22], einer Substanz, die sich bevorzugt in Tumoren
anreichert und die eine strahlensensibilisierende Wirkung besitzt [39-41].

Ziel der vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, ob eine klinische Anwendung von Photofrin
11® in der Strahlentherapie méglich und zu definieren ist.

Hierbei sind die Ergebnisse der vorliegenden Kklinischen Pilot- und Phase I-Studie vielversprechend
[ 8, 9]. Es sollten zur genaueren Evaluierung der Methode weitere Studien zur Dosisfindung und
schliel3lich eine randomisierte Studie angeschlossen werden.

Die Behandlung von Krebspatienten hat sich zu einer komplexen Verflechtung wvon
Entscheidungsprozessen entwickelt, bei denen eine enge Integration von fundamentalen Konzepten
und komplizierten Technologien notwendig wird. Diese enge Integration erstreckt sich von der
Evaluierung und Einschdtzung des Tumorstadiums bis zur Therapie mit Hilfe verschiedener
Behandlungsmodalitdaten unter Berlcksichtigung der Lebensqualitat des Patienten. Unsere
Ergebnisse zum Einsatz von Photofrin 11° als Strahlensensibilisator eréffnen eine potentiell

vielversprechende Mdoglichkeit, die Strahlentherapie solider Tumoren effektiver zu gestalten.
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