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1. Undersggelsens mal

Undersogelsens mél er at evaluere tumor hypoksi med '*F-FAZA PET skanning hos patienter med
operabelt planocellulart hoved-hals karcinom.

2. Baggrund

De fleste solide tumorer indeholder omrader af hypoksiske celler, der er relativt resistente for
stralebehandling'. Studier af patienter med karcinom i hoved-hals og cervix uteri har vist, at
hypoksi er associeret med darlig lokal kontrol og overlevelse’. Modifikation af hypoksi er
forbundet med oget lokal tumorkontrol og overlevelse i hoved hals cancer”.

I takt med nye teknologiske fremskridt &bnes muligheden for mere individualiseret
strdlebehandling. Et eksempel er intensitetsmoduleret straleterapi (IMRT), hvor man med stor
precision kan eoge strdledosis til strdleresistente hypoksiske omrdder af tumor uden at oge
toksicitet til normalvavet. Ved netop at integrere biologisk information om graden af hypoksi i
stralebehandlingsplanen kan man sédledes ramme strdleresistente omrader. Denne teknik er i
litteraturen beskrevet som “dose painting”™. Afgerende for effekten af individualiseret behandling
er korrekt identifikation af hypoksi i tumor.

Forskellige metoder har varet benyttet med henblik pa at méle hypoksi: Eppendorf elektroder, som
méler fysisk ilt; eksogene hypoksimarkerer, der méles immunhistokemisk (eks. pimonidazol) eller
via billed-modaliteter (eks. '*F-FMISO PET skanning) og endogene hypoksimarkerer (eks. HIF-
la, CA9). Der er tiltagende interesse for netop de eksogene hypoksimarkerer, som kan detekteres
non-invasivt med PET skanning. Som ved klassisk diagnostisk '*FDG-PET skanning injicerer man
et radioaktivt sporstof. De hypoksiske sporstoffer udmerker sig ved at akkumuleres i1 hypoksisk
vaev. Fordelene ved metoden er, at den ikke er invasiv, fordelingen af tumor-hypoksi kan studeres i
tre dimensioner og skanningen vil kunne gentages, hvorved @ndringer af hypoksi i sével
ubehandlede som behandlede tumorer kan undersoges.

Den mest anvendte marker hidtil er '*F-fluoromisonidazole ("*F-FMISO)°. Der foreligger aktuelt
> 30 publicerede kliniske '*F-FMISO studier, hvoraf halvdelen er udfert i hoved-hals karcinomer’.
Et nyere nitroimidazolderivat er '“F-fluoroazomycin arabinoside ('*F-FAZA)®, der er mindre
lipofilt end "*F-FMISO, udvaskes hurtigere og derfor forventes at kunne levere et mere pracist mél
for hypoksi. Forelobige studier har vist at '"F-FAZA er en valid og praktisk anvendelig
hypoksimarker’. Et praklinisk sammenlignende PET studie af '"F-FAZA og '*F-FMISO,
konkluderede at 'SF-FAZA har bedre biokinetiklo, hvilket stemmer overens med resultater i
patienter med hoved-hals karcinomer '

Hvis information fra en '*F-FAZA PET skanning skal kunne benyttes med henblik p& dose
painting, er det afgerende, at PET signalet leverer et pdlideligt resultatet ved bestemmelsen af
savel hypoksiske som ikke-hypoksiske omrader af tumor.

Prakliniske erfaringer med immunohistokemisk farvning af et nitroimidazolderivat (pimonidazole)
og autoradiografisk fremstilling af radioaktivt '*F-FAZA pa konsekutive snit, har vis god
overensstemmelse imellem disse to hypoksimarkerer’. Opleseligheden i en mikro-PET til dyre-
eksperimentelle studier er hegjere end de ca. 4-6 mm 1 en klinisk PET skanner. Séledes vil en
enkelt klinisk PET voksels '*F-FAZA-signal formentligt repraesenterer omrader med varierende
grader af hypoksi, normoksi og anoksi pa mikroskopisk niveau'%.
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I dette studie foretages en direkte sammenligning af '*F-FAZA PET signalet og pimonidazols
reduktionsprodukter pa biopsi- eller operationsmateriale fra den samme tumor. Formaélet er at
korrelere pimonidazol farvning og '*F-FAZA autoradiografi med de kliniske '*F-FAZA PET
skanninger med henblik pé, at visualisere de kliniske PET skanningers reelle oplgsningsevne af
tumor hypoksi. Sddanne studier kan med fordel udferes i patienter der behandles med kirurgi, idet
det biologiske materiale er let tilgaengeligt via operationspraparatet.

3. Undersggelsens formal

3.1 Hypotese

'"SE.FAZA PET skanning afspejler hypoksi heterogenitet hos patienter med operabelt
planocellulart hoved-hals karcinom.

3.2 Formal

Formélet med dette studie er at evaluere muligheden for med '®F-FAZA PET skanning at
karakterisere tumor hypoksi heterogenitet hos patienter med operabelt planocellulert hoved-hals
karcinom. Dette gores ved at sammenligne '*F-FAZA PET skanning med '‘F-FAZA og
pimonidazol i vaev.

4. Undersggelsens design
4.1 Design
Studiet er dbent, prospektivt og ikke randomiseret.

Studiepopulationen udger patienter med primaert operabel HNSCC i klinisk stadium T1-T2, NO-
N1, MO.

4.2 Figur over undersggelsens design

Immunhistokemi
I8F-FAZA PET /

Op/biopsi
I8F-FAZA boost DIOPING Autoradiografi

v

H_J

2 timer

5. Kriterier for patientudvelgelse
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o Histologisk eller cytologisk verificeret planocellulert karcinom i cavum oris, larynx,
oropharynx eller hypopharynx .

e Klinisk stadium T1-2 NO-N1 MO.

e Visiteret til primer operation.

e Alder over 18 ér.

e Ingen tilstedevaerende psykologiske, familizre, sociologiske eller geografiske forhold, som
potentielt kunne hindre overholdelse af plan for undersogelsesprotokollen og opfelgning.
Sadanne forhold skal dreftes med patienten for deltagelse 1 undersggelsen.

e Ingen samtidig eller tidligere malign lidelse, som kan pévirke behandlingen, evalueringen
og udfaldet af den nuverende sygdom og behandling.

e Mundtligt og skriftligt informeret samtykke i henhold til lokal og national lovgivning.

e Kvinder mé ikke vere gravide eller ammende.

e Normal kreatinin.

Egnethed til indgang i studiet vurderes ved multidiscipliner konference.

6. Udfarelse af *®F-FAZA PET og pimonidazol undersggelser

6.1 *F-FAZAPET

Der foretages én praoperativ '"F-FAZA PET skanning. Skanningen vil blive foretaget pa en
kombineret PET/CT skanner, idet CT billederne giver anatomisk information. Hvor det er muligt
vil patienten skannes med CT kontraststof.

Se venligst appendiks.

6.2 Operation/biopsi

Det tilstrebes, at tidsrummet imellem den praoperative '*F-FAZA PET skanning og patientens
operation er kortest mulig. Hos patienter, hvor dette tidsinterval forudses at vare lengere end ca. 1

uge, og hvor det i gvrigt er muligt, vil patienten fa foretaget en tumor biopsi.
Fer operation samt biopsi injiceres pimonidazol og/eller "*F-FAZA boost. Se venligst appendiks.

7. Endepunkt

Det primare endepunkt er at ssmmenligne pimonidazol immunofluorescence mikroskopi og '“F-
FAZA autoradiografi. Dette sammenlignes efterfolgende med '*F-FAZA PET skanningerne.

8. Evaluering
7.1 Sammenligning af **F-FAZA og pimonidazol

I biopsien/operationspraeparatet vil distribution af '*F-FAZA og pimonidazol blive sammenlignet
pixel-by-pixel. Se venligst appendiks.

7.2 BF-FAZA skanning
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Omrader af tumor og lymfeknuder med hypoksi (vurderet ved forhgjet T/M) bestemmes. Dette
sammenlignes med distributionen af '*F-FAZA og Pimonidazol i biopsi/operationspraparat. Se
venligst appendiks.

9. Statistik

20 patienter vil deltage 1 projektet. Dette antal forventes at vere passende, baseret pd den
forventede heterogenitet i populationen, samt baseret pa tidligere studier af lignende karakter. Da
hver deltager 1 projektet fungerer som sin egen kontrol, er det ikke relevant at anfore
styrkeberegninger. Korrelationsanalyse udfores med non-parametiske Spearmans test af '*F-FAZA
autoradiogram, pimonidazol og '*F-FAZA PET skanning.

10. Bivirkninger, risici og ulemper

Anlzggelse af venflon til injektion af "*F-FAZA kan vere forbundet med lette smerter. Der er
beskeden risiko for infektion svarende til indstiksstedet. Der anvendes almindelig steril teknik.

Patienter, for hvem en tumorbiopsi bliver aktuelt, kan opleve lettere ubehag i forbindelse med
anleggelse af lokalanastesi. Der vil vaere beskeden risiko for infektion og efterfelgende bledning
svarende til biopsistedet. Der vil blive anvendt almindelig steril teknik.

CT kontraststoffet har ingen eller meget fa4 bivirkninger. En let forbigdende varmefornemmelse
eller metalsmag ved indsprejtningen kan forekomme. Overfolsomhedsreaktioner sisom
forbigdende udslat og astma-lignende symptomer forekommer hos fa procent.

Pimonidazol samt nart beslegtede stoffer misonidazol og nimorazol er afprevet som
stralesensitizere givet dagligt i farmakologiske doser. Et fase I1I studie viste let foragede reversible
CNS symptomer i pimonidazol armen. I et fase 1 studie var polyneuropati dosisbegransende for
misonidazol og 1 vasentlig mindre grad for nimorazol, der i dag indgér som led i
standardbehandling af hoved-hals cancer i Danmark®. Da '*F-FAZA og pimonidazol alene benyttes
1 sporstofsdoser i1 dette studie forventes ingen bivirkninger. Der forventes ikke at veere nogen
interaktion mellem pimonidazol og '*F-FAZA, idet der ikke opnas metning af enzymerne.

Strélebelastningen. Samlet vil patienten maksimalt blive udsat for ca. 10 mSv i denne protokol. Til
sammenligning kan oplyses, at den arlige baggrundsstraling i Danmark ligger pa ca. 3 mSv. Den
bestraling, en '°F-FAZA PET/CT skanning indebarer, vil give en risiko for samlet stokastisk skade
pa 10™. Imidlertid er risikoen for cancer i studiepopulationen 4 priori langt sterre. Se venligst
appendiks.

11. Etiske overvejelser og gkonomi

Undersogelsen gennemfores i overensstemmelse med principperne i Helsinki-deklaration I med
tilleg, samt retningslinjerne for God Klinisk Praksis.

Patienterne informeres (skriftligt og mundtligt) om protokollen ved et af de forste ambulante besog
for start af behandling. Ved informationen redegeres for formél med studiet, procedurer, forbundne
risici og stralehygiejniske forhold. Der gives ambulant tid til svar vedrerende deltagelse i
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undersogelsen i passende afstand fra den mundtlige information. Patienterne informeres om deres
ret til at medbringe en bisidder ved den mundtlige information. Det vil blive understreget, at
tilsagn om deltagelse til et hvert tidspunkt kan tilbagetreekkes, uden nogen forventet konsekvens
for patientens behandling. Informationen tilstrebes givet 1 et for forsegspersonen let forstaeligt
sprog. Folderen ”Fer du beslutter dig” udleveres til forsggspersonen ved informations-samtalen,
hvor der ogsé geres opmeerksom pa muligheder for at finde oplysninger fra de videnskabsetiske
komitéer om deltagelse i legevidenskabelige forseg.

Oplysninger vedrerende forsegspersoner beskyttes 1 henhold til lov om behandling af
personoplysninger og lov om patienters retsstilling.

Udtaget biologisk materiale vil efter projektets afslutning blive opbevaret i personhenforbar form.
Materialet vil ikke blive videregivet til andre og vil kun kunne anvendes i et nyt forskningsprojekt
med tilladelse fra Videnskabsetisk Komité Region Midtjylland.

Laegemiddelstyrelsen har godkendt '*F-FAZA og pimonidazol til humant eksperimentelt brug hos
patienter. Projektet er godkendt af Den Videnskabsetiske Komité for Region Midt, samt
Datatilsynet.

Der ydes ikke honorar til forsegspersonerne. Udgifter til transport i forbindelse med leegesamtaler,
PET skanning og eventuelt afledte supplerende undersegelser refunderes i henhold til gaeldende
retningslinier.

Projektet er initieret af Professor dr. med. Jens Overgaard.

Projektet er stottet af The Lundbeck Foundation Centre for Interventional Research in Radiation
Oncology (CIRRO), som bidrager med lon og forskningsinfrastruktur. Den forsegsansvarlige har
ingen gkonomisk tilknytning til stettegiveren. Udgifter til PET skanning atholdes af de involverede
institutioner.

Resultaterne, uanset positive eller negative, vil blive publiceret i form af en eller flere artikler i
anerkendte internationale videnskabelige tidsskrifter i henhold til Vancouver reglerne.

Risikovurdering er beskrevet 1 detaljer 1 ovenstdende afsnit 10 om bivirkninger, risici og ulemper.
Samlet vurderes risici, ulemper og bivirkninger, inklusiv udsettelse for ekstra ioniserende straling,
at veere acceptable 1 forhold til fordele for fremtidig forskning og behandling af patienter, samt
projektets formal.

Dette studie forventes at bidrage med ny viden om tumor hypoksi og dermed udvikling af
stralebehandling til patienter med hoved halskreft samt andre kraeftformer. P4 lengere sigt vil
dette potentielt kunne lede til at biologisk information vil kunne integreres i strdlebehandling,
hvorved straleresistente omrdder af tumor vil kunne modtage en hgjere dosis med henblik pa at
forbedre overlevelsen med acceptabel morbiditet for patienterne. Undersogelsens resultater vil
ikke f4 konsekvens for behandlingen af den enkelte patient, men projektet forventes at kunne
komme fremtidige patienter til gavn.
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APPENDIX I: STRALERISIKO

Dosiskoefficienten for '*F-FAZA er 0, 0149 mSv/MBgq.
Beregningen er udfert af fysiker Seren Baarsgaard Hansen, PET Centret i Arhus p4 grundlag af
data fra Souvatzoglou et al".

Stralebelastningen i forbindelse med én '"F-FAZA PET skanning (med 400 MBq 8E _FAZA),
estimeres til ca. 6 mSv. Stralebelastningen ved en CT med kontrast er ca. 2,5 mSv. Indgift af ca.
100 MBq "*F -FAZA forud for operation estimeres til en strélebelastning p4 ca. 1,5 mSv.

Samlet vil patienten sdledes maksimalt 1 denne protokol blive udsat for (6 mSv + 2,5 mSv+ 1,5
mSv) =ca. 10 mSv.

Stréledosis ved '"*F-FAZA PET/CT skanning nar ikke et niveau, der indebarer risiko for
deterministiske skader. For stokastiske skader kendes ingen nedre taerskelvaerdi under hvilken, der
med sikkerhed ikke er en oget risiko. Ioniserende straling er et kendt karcinogen og eger risikoen
for kreeft dosis-athangigt. Den bestriling, en '*F-FAZA PET/CT skanning indebzrer, vil give en
risiko for samlet stokastisk skade pa 10™. Hos en population af raske forsegspersoner ville dette
indebere, at livstids-risikoen for at de af kraeft ville stige fra 25,00 % til 25,05 %. Imidlertid er
risikoen for ny cancer i studiepopulationen & priori langt sterre.
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APPENDIKS Il

Udfarelse af *F-FAZA PET skanning

Patienten vil {4 anlagt venflon i vena basilica til indgift af den radioaktive tracer.

Herefter injiceres op til 400 MBq '*F-FAZA intravenost.

Patienten venter i1 seng eller stol i 2 timer, fulgt af en statisk PET skanning i 30 min 1 25 cm
transaxialt field of view. Skanningen vil blive foretaget pd en kombineret PET/CT skanner, og idet
omfang det er muligt, vil CT kontrast blive anvendt. (CT kontrast anvendes rutinemaessigt ved
diagnostiske CT skanninger).

Analyse af "®F-FAZA PET skanningen

Fordelingen af "*F-FAZA i tumor og normalt vav (skeletmuskulatur) analyseres dels fra billeder,
dels fra et standardiseret mal for aktivitetsoptagelsen i udvalgte omrader (tumor, lymfeknude samt
muskel) normaliseret til legemsvagten, SUV (Standardized Uptake Value). Savel maksimal SUV
som median SUV bestemmes, og ud fra dette bestemmes tumor/muskel ratio (T/M), som udtryk
for mangden af hypoksi i tumor eller lymfeknuder. Forhgjet T/M vil initialt blive vurderet i
forhold til medianen. PET billedernes '*F-FAZA distribution sammenlignes med distributionen af
'SE_.FAZA og pimonidazol i biopsi/operationspraparat.

Biopsi
Biopsien vil blive foretaget i dagene mellem skanningen og operationen. Biopsien vil vare
forudgéet af injektion af pimonidazol og '*F-FAZA boost.

Pimonidazol indgives intravenest over 20 min. 2 timer inden biopsien tages. Der indgives 0,5 g/m?
pimonidazol 1 100 ml 0,9 % isotonisk saltvand.
"SF-FAZA boost: 100 MBq '*F-FAZA indgives intravenest 2 timer inden biopsien tages.

Biopsien vil blive markeret med henblik pa retnings-angivelser i tre dimensioner.

Sammenligning af ®F-FAZA og pimonidazol i operationspraparat/biopsi

Baseret pa et autoradiogram kortleegges den spatiale PET tracer distribution 1 det pagaeldende snit
af Dbiopsien. Dette sammenlignes med distributionen af pimonidazol vurderet via
immunofluorescence mikroskopi via et monoclonalt antistof, der er kommercielt tilgengeligt (Se
www.hypoxyprobe.com). Metoden for sammenligning er udviklet af Pugachev et al. med "*FDG
PET', og af Busk et al. for "®F-FAZA PET’. Ud fra den endelige pixel-by-pixel sammenligning,
vil scatterplots blive genereret, og disse vil vise korrelationen mellem signalet fra
autoradiogrammet (‘*F-FAZA) og fluorescence intensiteten (pimonidazol).
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