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I. Abkiirzungsverzeichnis

AE adverse Event

AlO Arbeitsgemeinschaft Internistische Onkologie

APC adenomatdse Polyposis Coli (Tumorsuppressorgen)

APR abdominoperineale Rektumexstirpation

ARO Arbeitsgemeinschaft Radiologische Onkologie

AUC area under the curve

BMI Body-Mass-Index

CAO Chirurgische Arbeitsgemeinschaft fiir Onkologie

cm Zentimeter

CSS cancer specific survival

Css stationare Konzentration oder steady state

CTC Common Toxicity Criteria

CTCAE Common Terminology Criteria for Adverse Events

CTNM TNM-Klassifikation nach klinischen Stagingergebnissen
CT Computertomographie

DFS disease free survival

DPD Dihydropyrimidin-Dehydrogenase

5-FU 5—-Fluorouracil

5-FU+Ox. kombinierte 5-Fluorouracil- und Oxaliplatin-Chemotherapie
F-dUMP Fluordesoxyuridylat

FOLFOX siehe 5-FU+0Ox. und Folinsaure

GRCSG German Rectal Cancer Study Group

Hb Hamoglobin

HLPC Hochdruckflissigchromatographie

HNPCC hereditares nicht-polypdses kolorektales Karzinom
LC-MS/MS Liquid-Chromatographie-Massenspektometrie/Massenspektometrie
LV Leukovorin/ Folinsdure

KOF korperoberflachenbasierte Dosierung (body surface area)
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Klassifikationssystem maligner Tumoren
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Thymidylatsynthase

Tumorregressionsgrad (tumor regression grading)
Union Internationale Contre le Cancer
Universitdtsmedizin Gottingen

Uridintriphosphat

TNM-Klassifikation nach histopathologischem Befund nach

neoadjuvanter Therapie



Einleitung und Fragestellung

1 Einleitung und Fragestellung

In Deutschland stellt das kolorektale Karzinom (KRK) die zweithaufigste Tumorerkrankung
mit Gber 60.000 Neuerkrankungen im Jahr und mit 12-14 % die zweithaufigste Todesursache
dar. Niedersachsen ist innerhalb Deutschlands das Bundesland mit den meisten KRK-
Neuerkrankungen im Jahr (Robert Koch-Institut 2012).

Derzeit werden bei erheblich niedrigerer Sterblichkeit pro Jahr doppelt so viele KRK
diagnostiziert, wie zu Beginn der 1980er-Jahre (Robert Koch-Institut 2012).

Der Erkrankungsgipfel liegt bei Frauen und Mannern durchschnittlich bei 65 Jahren (Robert
Koch-Institut 2012). Das KRK ist, resultierend aus der hohen Inzidenz, eine Krankheit von
groRRer gesundheitspolitischer und soziobkonomischer Bedeutung (Migdley und Kerr 1999).
Bestandteil aktueller Forschung ist die Optimierung und Individualisierung der Therapie mit
dem Ziel, die Uberlebensrate zu verbessern. Die Entwicklung ,molekularer Marker” zielt auf
die Pradiktion des Ansprechens auf eine multimodale Therapie und die Abschatzung des
Rezidiv-Risikos im weiteren Krankheitsverlauf ab.

5-Fluorouracil (5-FU) stellt seit mehr als 50 Jahren die Basis der polymodalen Chemotherapie
gastrointestinaler Tumoren dar (Hillcoat et al. 1978; Tebutt et al. 2002; Monga und
O'Connell 2006). Die pharmakologische Wirksamkeit von 5-FU ist individuell sehr unter-
schiedlich. Eine Ursache liegt an genetischen Enzympolymorphismen zur Verstoffwechselung
der Substanz und ebenso an unterschiedlichen Dosierungsmoglichkeiten von 5-FU (Gamelin
et al. 1999). Seit Langem wird nach einem klinisch praktikablen Verfahren gesucht, das die
individuelle Wirkung von 5-FU auf den Organismus in Form des area under the curve-
Spiegels (AUC-Spiegel) erfasst. Basierend auf der Messung kann die Chemotherapie im
Verlauf adaptiert werden mit dem Ziel, den optimalen Wirkungsbereich zu erreichen.

Ein innovatives Verfahren zur Optimierung der individuellen Dosierung von 5-FU stellt das
therapeutische Drugmonitoring (TDM) dar. TDM wird routineméRig in der Therapie mit
Immunsuppressiva, Antiepileptika und Antibiotika eingesetzt und ist in den klinischen Alltag

integriert (Salamone et al. 2007).

1.1 Atiologie des Rektumkarzinoms

Das Rektumkarzinom kann sowohl sporadisch als auch hereditdar entstehen. Sporadische

Karzinome entstehen aus tubuldsen, tubulo-villésen oder villdsen Adenomen. Die maligne
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Entartung erfolgt liber sukzessive Mutationen, die konsekutiv Protoonkogene aktivieren und
Tumorsuppressorgene inaktivieren (Fearon und Vogelstein 1990). Dieses Modell der
Karzinogenese von Rektumkarzinomen basiert auf der Theorie der ,Adenom-Karzinom-
Sequenz” nach Vogelstein et al. (1975) (siehe Abbildung 1). Dabei wird fiir die Dauer der
Entartung vom Adenom bis zur Karzinomentstehung ein Zeitraum von 10 bis zu 20 Jahren
angenommen (Geildler und Graeven 2005).

Im sporadischen Fall beeinflussen Umweltfaktoren wie Erndhrung und Bewegung die
Karzinomentstehung. Mangelnde Bewegung, fettreiche und ballaststoffarme Kost und der
haufige Verzehr von rotem Fleisch werden als Risikofaktoren zur Beglinstigung eines KRK
angesehen (Liersch et al. 2007, Robert Koch-Institut 2012). Chronisch entziindliche
Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa und Morbus Crohn erhéhen das Entartungsrisiko
zusatzlich (Liersch et al. 2007).

Im Rahmen der gesetzlichen Krebsfriiherkennungsprogramme koénnen in Deutschland
gesetzlich Krankenversicherte ab dem 55. Lebensjahr alle 10 Jahre eine Koloskopie zum
Tumorscreening durchfiihren lassen und nach Adenomentfernung risikoadaptiert alle 2
Jahre erneut koloskopiert werden (Robert Koch-Institut 2012).

Genetisch vererbte Formen des KRK sind beispielsweise die familidare adenomatése Polyposis
(FAP) und das hereditadre nicht-polypdse kolorektale Karzinom (HNPCC). Das HNPCC ist die
haufigste vererbte Kolonkarzinomform, die sich schon im jungen Alter zeigt. Die autosomal-
dominant vererbte Mutation fiihrt in 80 % zu einem KRK und ist mit dem Endometrium-
karzinom und anderen gastrointestinalen Tumoren, zum Beispiel in Form eines Lynch-
Syndroms, assoziiert (Al-Taie et al. 2001).

Der FAP liegt eine Mutation im Tumorsuppressorgen APC zugrunde, die zu einem
massenhaften Befall des Dickdarms mit Polypen im Jugendalter flihrt. Das Entartungsrisiko
der Adenome, die identisch mit den Tumoren sporadischer Genese sind, liegt bei nahezu

100 % (Midgley und Kerr 1999).
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LUMEN

normale Darmmukosa Darmmukosa mit Darmmukosa mit Darmmukosa mit
Adenom im Friihstadium ~ Adenom im Spatstadium  jnyasivem Karzinom

Abbildung 1: Adenom-Karzinom-Sequenz

Die Theorie nach Vogelstein et al. (1988) beschreibt die Entartung der Dickdarmschleimhaut von
einem Adenom (nichtmaligner Polyp) bis hin zum invasiven Tumor (Karzinom) tber die Ansammlung
von Mutationen in Tumorsuppressor- und Protoonkogenen (modifiziert nach Hanski 2012).

1.2 Klinik und Diagnostik des Rektumkarzinoms

Symptome des Rektumkarzinoms fehlen haufig und variieren in ihrer Intensitat.
Veranderungen der Stuhlgewohnheiten von paradoxen Diarrhéen bis zur Obstipation,
Flatulenzen und sogenannte Bleistiftstiihle und intermittierende Blutauflagerungen kénnen
auf einen Darmtumor hinweisen (Liersch et al. 2007).

Des Weiteren sind eine lleussymptomatik, Schmerzsensationen und eine chronische
Blutungsanamie sowie ein moglicherweise tastbarer Tumor im Rahmen einer digital-rektalen
Untersuchung Befunde, die den Verdacht auf das Vorliegen eines Dickdarmtumors erharten
(Speights et al. 1991). Bei Vorliegen einer B-Symptomatik mit Gewichtsverlust um mehr als
15 % in einem halben Jahr, NachtschweilR und Abgeschlagenheit sollte ebenso ein
Rektumkarzinom diagnostisch ausgeschlossen werden (Herold 2011).

Im Rahmen der Erstdiagnose erfolgt obligat neben einer vollstindigen Anamnese und
klinischen  Untersuchung inklusive digital-rektaler = Untersuchung eine weitere
Umfelddiagnostik zum kompletten Tumorstaging (Liersch et al. 2005).

Unter Einsatz des starren Rektoskopes wird der Tumor lokalisiert und in der Folge durch eine
Probeexzision histopathologisch gesichert (Charnley et al. 1991). Die rektale Endo-
sonographie ist zur Abschatzung der Infiltrationstiefe des Tumors (cT-Status), des lokoregio-
nalen Lymphknotenbefalls (cN-Status) und einer méglichen Tumorinfiltration des Sphinkters
von Bedeutung (Liersch et al. 2005). Eine Koloskopie des gesamten Dickdarmes ist obligat,
um mogliche Zweitkarzinome auszuschliefen (Schmiegel et al. 2013). Bei endoskopisch nicht
passierbarem subtotal oder total stenosierendem Karzinomwachstum muss die endosko-
pische Untersuchung nach erfolgter Tumorresektion innerhalb von sechs Monaten
nachgeholt werden. Die pratherapeutische Probeexzision des Tumors wird histopathologisch
auf Tumortyp, Differenzierungsgrad und mogliche LymphgefaBinvasionen untersucht (Fuchs

et al. 2011)



Einleitung und Fragestellung

Beim lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom wird vor Einleitung der multimodalen
Therapie ein MRT des kleinen Beckens gefordert. Neben der Beurteilung der exakten
longitudinalen Tumorausdehnung kann die Tumorinfiltrationstiefe innerhalb der mesor-
ektalen Faszie sowie ein Mesorektum-iberschreitendes Tumorwachstum mit einer mogli-
chen Infiltration von Nachbarorganen wie Harnblase, Prostata, Vagina oder Uterus friihzeitig
beurteilt werden (Schmiegel et al. 2013). Parallel ldsst sich in bildgebenden
Untersuchungsverfahren auch ein lokoregionaler Lymphknotenbefall umfangreicher
darstellen (Krasna et al. 1988). Erganzend werden im Rahmen des primaren Stagings mittels
Abdomensonographie und Rontgenthorax oder CT-Thorax pratherapeutisch bei jedem
Patienten die bevorzugten hamatogenen Metastasierungsorte Leber und Lunge untersucht

(Bujko und Bujko 2010).

1.3 Einteilung des Rektumkarzinoms nach UICC

Die Untersuchungsbefunde des pratherapeutischen Stagings werden mit einem ,c“ die
Histologiebefunde nach initial multimodaler Therapie (neoadjuvanter Vorbehandlung) mit
einem ,,(y)p“ und die Resektatbefunde ohne neoadjuvante Vorbehandlung mit einem ,p-“
gekennzeichnet, um die prazise Klassifikation eines Befundes in der jeweiligen UICC-

Einteilung zu gewahrleisten (Wittekind und Meyer 2010).

TNM Klassifikation

T — Primartumor

TO Kein Anhalt fiir Primartumor

Tis /T1  Carcinoma in situ: intraepithelial oder Infiltration der Lamina propria

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert durch Muscularis propria: in Subserosa oder perikolisches / perirektales Gewebe
T4 Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen

T4a Perforation ins viszerale Peritoneum

T4b Tumorinfiltration in andere Organe oder Strukturen

N - Regiondre Lymphknoten

NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase(n) in 1 bis 3 regiondren Lymphknoten

Nla Metastase in 1 regiondrem Lymphknoten

N1b Metastasen in 2 bis 3 regiondaren Lymphknoten

Nic Satellitenmetastasen im Fettgewebe der Subserosa oder im perikolischen/perirektalem Gewebe ohne

regiondre Lymphknotenmetastasen

M - Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

M1la Metastasen auf ein Organ beschrénkt (z.B. Leber, Lunge, Ovar)
M1b Metastasen in mehr als einem Organ oder im Peritoneum

Tabelle 1: Tumorklassifikation nach TNM
T charakterisiert die Tumorinfiltrationstiefe, N den Lymphknotenbefall und M die
Fernmetastasierung (nach Wittekind und Meyer, 2010, Seite 96-97).
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Basierend auf der Grundlage des aus dem pratherapeutischen Staging resultierenden cUICC-
Stadiums wird das multimodale Therapieverfahren festgelegt.

Bei der anatomiegerechten standardisierten Tumorresektion erfolgt immer eine systema-
tische Lymphknotendissektion. Histologisch wird die Untersuchung von mindestens 12-14
Lymphknoten (UICC/TNM-Klassifikation: mindestens 12 Lymphknoten; AJCC-Klassifikation:
mindestens 14 Lymphknoten) zum Nachweis/Ausschlul einer Metastasierung gefordert
(Gehoff et al. 2012; Wittekind und Meyer 2010; Edge und Compton 2010).

Das intraoperativ entnommene Resektat des tumortragenden Darmabschnittes mit dem
entsprechenden lympathischen Abflusssgebiet wird histopathologisch aufgearbeitet.
Tumorinfiltrationstiefe, Nodalstatus und Fernmetastasierung charakterisieren die (y)pUICC-

Stadieneinteilung und sind prognoserelevant (siehe Tabelle 2).

ulICC T N M
Stadium O Tis NO MO
Stadium | T1, T2 NO MO
Stadium I a T3 NO MO
Stadium Il b T4a NO MO
Stadium Il ¢ T4b NO MO
Stadium Il Jedes T N1, N2 MO
Stadium lll a T1, T2 Nla MO
T1 N2a MO
Stadium lll b T3, T4a N1 MO
T2,T3 N2a MO
T1, T2 N2b MO
Stadium Il ¢ T4a N2a MO
T3, Tdb N2b MO
T4b N1, N2 MO
Stadium IV a Jedes T JedesN Mla

Tabelle 2: Stadiengruppierung nach UICC

Das UICC 0-Stadium ist durch das Carcinoma in situ oder eine histopathologische komplette
Tumorregression (ypTO) nach prdoperativer (y) multimodaler Therapie gekennzeichnet. Im UICC I-
Stadium ist die Tumorinfiltration bis auf die Muscularis propria ohne Metastasierung fortgeschritten.
Das UICC II-Stadium ist durch die tiefe Tumorinfiltration bis auf die Muscularis propria ohne Nodal-
und Fernmetastasierung charakterisiert, wahrend im UICC lll-Stadium unabhangig vom T-Stadium ein
Lymphknotenbefall vorliegt. Im UICC IV-Stadium liegt immer eine Fernmetastasierung vor (nach
Wittekind und Meyer, 2010. Seite 98-99).
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1.4 Stadien-adaptierte Therapieleitlinien

1.4.1 Chirurgische Therapie

Die anatomische Einteilung des Rektums erfolgt in ein unteres (< 6 cm), mittleres (6 bis < 12
cm) und oberes Drittel (12 bis < 16 cm) ab Anokutanlinie (siehe Abbildung 2). Die
Lokalisationshohe des Tumors ist ausschlaggebend fiir die Wahl des Operationsverfahrens

(Midgley und Kerr 1999).

16 cm

Oberes Rektumdrittel
12cm

Mittleres Rektumdrittel

Unteres Rektumdrittel

Abbildung 2: Anatomische Einteilung des Rektums
Die Einteilung der Rektumdrittel erfolgt mittels starren Rektoskop. Mit freundlicher Genehmigung
durch Prof. Dr. med. H. Becker (angelehnt an Becker, 2006. Seite 603).

Bei Vorliegen eines Carcinoma in situ (UICC 0), bei dem die Basalmembran nicht
durchbrochen ist, wird eine transanale endoskopische mikrochirurgische Vollwandexzision
(TEM) zum Abtragen des Tumors empfohlen. Gleiches kann bei Vorliegen eines T1-Tumors
mit einem Biopsiegrading G1 erfolgen (Gaedcke et al. 2011). Im Stadium UICC O und |
werden nach einer lokalen Tumorexzision engmaschige Nachsorge-Rektoskopien Uber zwei
Jahren postoperativ empfohlen (Fuchs et al. 2011).

Ansonsten werden die Tumoren des UICC I- Stadium (T1 mit Grading G3-4, sogenannte high-
risk-Tumoren und T2-Tumoren) primar mit einer transabdominellen Rektumresektion
einschlielRlich totaler mesorektaler Exzision (TME) entfernt (Liersch et al. 2005). Eine
kontinenzerhaltende onkologische Rektumresektion ldsst sich durchfiihren, wenn der Tumor
im oberen, mittleren oder unteren Drittel des Rektums lokalisiert ist und ein aboraler
Sicherheitsabstand von mindestens 2 cm Abstand zum SchlieBmuskel eingehalten werden
kann. Bei der TME wird durch Entfernung des kompletten mesorektalen Fettkdrpers das
gesamte lokoregiondre Lymphabflussgebiet unter Schonung des Plexus hypogastricus

superior, der Plexus hypogastrici inferiores und der Nn. hypogastricii bis zum Beckenboden
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exzidiert (Bruch und Schwandner 2002). Karzinome, die nahe am Sphinkter lokalisiert sind
und diesen oder die Levatormuskulatur infiltrieren, werden mittels abdominoperinealer
Rektumexstirpation (APR) operiert.

Die APR umfasst neben der TME auch die komplette Resektion des Sphinkterapparates, die
partielle beziehungsweise sogar komplette Resektion der Levatormuskulatur, des
perinealen/perianalen Fettkorpers und das Anlegen eines endstandigen Kolostomas (Liersch
et al. 2005; Palmer et al. 2014).

Die Qualitat der chirurgischen Resektion wird perioperativ mit einer Injektion von
Methylenblau-Losung in die abgesetzte Arteria mesenterica inferior Uberprift, um die
Unversehrtheit der mesorektalen Faszie zu beurteilen. Zudem wird die TME-Qualitat
makroskopisch durch den befundenen Pathologen anhand der MERCURY-Kriterien beurteilt
(Liersch et al. 2005).

Rektumkarzinome des oberen Drittels kdnnen mit einem Sicherheitsabstand von 5 cm
mittels partieller mesorektaler Exzision (PME) exzidiert werden (Liersch et al. 2005). Ob die
PME hinsichtlich des onkologischen Outcomes unter der Hypothese eines groReren
Funktionserhaltes tatsadchlich der Ublichen TME Uberlegen ist, klart derzeit die laufende

GAST-05-Studie (ISRCTN35198481).

1.4.2 Perioperative Therapie

Die Lokalrezidivrate des lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinoms (UICC-II/-1ll Stadien) im
mittleren und unteren Rektumdrittel ist aufgrund der anatomischen Lage gegeniber
Kolonkarzinomen deutlich erhoht, so dass eine multimodale Therapie aus kombinierter
Radio- und Chemotherapie (pra-oder postoperativ) sinnvoll ist (Monga und O’Connell 2006).
Im Fall einer praoperativen (neoadjuvanten) Radiochemotherapie erfolgt nach einer
Therapiepause von vier bis sechs Wochen Ublicherweise die onkologische Rektumresektion
(Gaedcke et al. 2011; Bujko und Bujko 2010). Bei Karzinomen im unteren Rektumdrittel
entscheidet der Operateur anhand der Radiochemotherapie-induzierten Tumorregression
Uber das jeweilige Resektionsverfahren (tiefe anteriore Rektumresektion (TARR) mit
koloanaler Anastomose oder APR). Nach maximal acht Wochen postoperativer
Regenerationszeit wird die multimodale Behandlung mit einer adjuvanten Chemotherapie

abgeschlossen (siehe Abbildung 3).
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Staging:
Anamnese, korperliche Untersuchung einschlieflich digital-rektaler Untersuchung
Starre Rektoskopie, Rektale Endosonographie
Koloskopie mit Tumorbiopsie und -histologie
Abdomen- Sonographie, Rontgen- Thorax, CT/MRT*
v ) v
uT1 uN- G1/G2 uT1 uN- G3/G4 uT3 uT4 G1-G4
uT2 uN G1-G4 Oder uN+ G1-G4
v
Neoadjuvante RT/CTx
5-FU mono oder FOLFOX

v

Lokale Resektion: OP:
TEM anteriore Resektion (TME/PME)
Tiefe anteriore Resektion (TARR)
Abdomino-perineale Exstirpation (APE)

v

Adjuvante CTx
5-FU mono oder FOLFOX

\

Stadienadaptierte
Rektoskopische Kontrolle Keine programmierte Nachsorge programmierte Nachsorge

* Nur bei lokal fortgeschrittenem Karzinom

Abbildung 3: Ubersicht der Stadien-adaptierten Therapie
Eigene Abbildung vom Autor dieser Arbeit. (Orientiert an: Liersch 2005, Seite 312).

Zurzeit ist es Ublich, 5-FU per intravenoser Infusion allein oder in Kombination mit anderen
Chemotherapeutika (z.B. Oxaliplatin oder Irinotecan) bei der Behandlung des lokal fortge-

schrittenen Rektumkarzinoms einzusetzen (Bertino et al. 2007).

1.5 Bedeutung der 5-FU-Therapie beim Rektumkarzinom

Karzinomzellen haben einen hohen Stoffwechsel und bendtigen vermehrt Nukleotide
(Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin), um DNA-Synthese betreiben und sich teilen zu
kénnen (Berg 2010). Medikamente, die direkt den DNA-Stoffwechsel hemmen, werden
gezielt in der Therapie von Tumoren eingesetzt.

Das Fluoropyrimidin 5-FU (siehe Abbildung 4) wird seit mehr als 60 Jahren in der
Tumortherapie von Kolon- und Rektum-karzinomen, Mammakarzinomen, Kopf-Hals-
Tumoren und dem Ovarialkarzinom eingesetzt und ist die Grundlage von Polychemo-
therapie-Regimen beim Rektumkarzinom (Midgley und Kerr 1999; Pinedo und Peters 1988;
Beumer et.al 2009).
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Uracil 5-Fluorouracil

Abbildung 4: Strukturformel von Uracil und 5-FU
5-FU ist aufgebaut wie das Nukleotid Uracil und enthalt zuséatzlich eine kovalente Bindung zu Fluor (F)
am C5-Atom des Pyrimidinringes von Uracil. Eigene Abbildung vom Autor dieser Arbeit.

Als Pyrimidinanalogon greift 5-FU mit seinem &dhnlichen Aufbau zu der Base Uracil (siehe
Abbildung 4) gleichzeitig in die RNA- und DNA-Synthese ein (Mandel 1981; L6nn und Lénn
1984). Dieser ,Fehleinbau” fiihrt zu Einzelstrangbriichen in der DNA und stoppt die Protein-
biosynthese der betroffenen Zellen (siehe Abbildung 5) (Mandel 1981; Lonn und Lonn 1984;
Liao et al. 2005)

oPD_ q

—— 5 5FU, > 5-B-Ala

dUMP
FUrd FdUrd [
FUMP FdUMP
v ' dTI\\fP
FUDP FdUDP dTDP
v v '
FUTP FAUTP dTTP
2 v 2
F-RNA DNA DNA
AAN BB B
Fehlgebaute DNA
Fehlgebaute RNA Fehlgebaute DNA .
mit 5-FU-Metaboliten mit 5-FU-Metaboliten durch Thymin-Mangel
a b C

Abbildung 5: 5-FU Metabolismus

5a, 5b: 5-FU wird zunachst in die aktiven Nukleotide FUDP und FdUDP umgebaut, welche als
fehlerhafte Basen anstelle von UTP und dTDP in RNA und DNA eingebaut werden.

5c: Die intrazelluldre Thymin-de-novo-Synthese kommt durch die Ausbildung eines starken
Komplexes (THF - F-dUMP - TS-Komplex) zum Erliegen.

5d: Der Abbau des 5-FUs wird tiber die DPD katalysiert. Eigene Abbildung vom Autor dieser Arbeit.
(Orientiert an: Pinedo und Peters, 1988, Seite 1654).

Welcher dieser Pathomechanismen in Tumorzellen dominiert, ist nicht genau bekannt.

Wahrscheinlich spielen sowohl die Art des Tumors als auch die Art der Applikation von 5-FU
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eine wesentliche Rolle. In Zellen mit einer geringeren Stoffwechselaktivitdt wirkt 5-FU
weniger stark als in Tumorgewebe mit hohem Zellstoffwechsel (Pinedo und Peters 1988).

Die enzymatische Elimination findet schnell und vorwiegend in der Leber statt, nur 20 % des
intravends applizierten 5-FU werden unverandert renal ausgeschieden. (Pinedo und Peters
1988; Mutschler E 2008).

Genetische Enzympolymorphismen konnen die Metabolisierungszeit des 5-FUs erheblich
beeinflussen (siehe Kapitel 1.7). Die Wirkung des Pyrimidinanalogums ist meist starker bei
Zellen des Organismus wie Epithelzellen, Blutbildungszellen und auch Tumorzellen, die eine
hohe Mitoserate haben.

Typische toxische Auswirkungen der absterbenden Epithelzellen des Kérpers unter 5-FU-
Applikation sind Mukositis, Stomatitis, Diarrhden und Alopezie.

Die Nebenwirkungen von 5-FU auf das blutbildende System machen sich durch
Knochenmarksdepression (Myelosuppression), einem Mangel an Erythrozyten (Andamie),
Leukozyten (Leukopenie oder Neutropenie) und Thrombozyten (Thrombozytopenie)
bemerkbar (The Meta-analysis group in cancer 1998). Eine typische Nebenwirkung, die
besonders durch die orale 5-FU-Chemotherapie oder unter Dauerinfusion auftritt, ist das
Hand-FuB-Syndrom, bei dem es zu erythematdsen Hautverdanderungen in den Handinnen-
flachen und an den FuBRsohlen kommt (Salzberg und Herrmann 2000). KoronargefaRspasmen
mit Angina-Pectoris-Symptomatik stellen eine seltene, gefiirchtete Komplikation dar, die
meist zum Therapieabbruch fihrt (Scheffold et al. 2005).

Die klinische Manifestation von 5-FU-Toxizitdt ist momentan entscheidend fiir eine

Reduktion der Chemotherapie oder sogar einem vorzeitigen Therapieabbruch.

1.6 Aktuelle Dosierung von 5-FU

Aktuell wird die Dosierung von 5-FU, wie bei vielen anderen Chemotherapeutika, tGber die
Berechnung der Kérperoberfliche (mg/m?) (siehe Abbildung 6) des Patienten ermittelt (Saif
et al. 2009).

h 25 m
A=0,007184m? x (—)""* x 0425
, m (cm) (kg)

Abbildung 6: Formel zur Berechnung der KOF-basierten Dosierung
Die ,,DuBois-Formel” dient zur Abschatzung der Korperoberflache A aus der KérpergroRe h und dem
Kérpergewicht m beim Menschen (Du Bois und Du Bois, 1989. Seite 312-313).
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Vorreiter in der Kérperoberflaichen-basierten (KOF) Dosierung ist Dr. Pinkel, der 1958 eine
Formel zur Dosierung der Chemotherapie fir Kinder entwickelte (Sparreboom 2005). Die
Grundlage der individuellen 5-FU-Dosierung ist die gezielte optimale therapeutische Breite,
die in frihen klinischen Studien in den 1980er Jahren ermittelt und in einem Schema zur
Dosisanpassung festgelegt wurde. Diese ermittelte Menge wird mit der individuellen
Korperoberflaiche des Patienten verrechnet (Saif et al. 2009). Die zurzeit gangige KOF-
basierte 5-FU-Dosierung ist nachweislich mit erheblicher Variabilitat bis um das hundert-
fache der 5-FU-Blutplasmaspiegel bei den Patienten verbunden. Diese pharmakokinetische
Variabilitat, entsteht durch individuelle Medikamenten-Adsorption, -Distribution, -Verstoff-
wechselung und auch —Exkretion. Sie fihrt zu Behandlungsfehlern und ist haufig Grund fur
Nebenwirkungen unter der Therapie (Saif et al. 2009). Die KOF-orientierte Dosierung
erreicht ihre Grenzen, wenn die Therapie von den Patienten nicht vertragen wird und
deshalb die Dosis reduziert werden muss (Saif et al. 2009).

Die Therapieschemata mit dem Antimetaboliten 5-FU haben sich Uber die Jahre verandert.
Urspringlich wurde 5-FU als alleinige Bolusinfusion Uber wenige Minuten gegeben.
Aufgrund der praklinischen Evidenz, dass unter der 5-FU-Bolus-Gabe die Zytotoxizitat auf die
Tumorzellen niedrig ist und mithin die Plasmahalbwertszeit von 5-FU mit 10-20 Minuten kurz
ist, wurden Dauerinfusionsschemata entwickelt mit dem Ziel, die Zytotoxizitdt zu erhdhen.
Der Wirkungszeitraum auf die Tumorzellen kann dadurch erhéht werden. Es wurde gezeigt,
dass die Dauerinfusionstherapie eine héhere Ansprechrate hat, das mittlere Uberleben von
22 % auf 27 % steigert und flir den Patienten mehr Lebensqualitat erzielt wird (Lokich et al.
1989; Gramont et al. 1997). Das Auftreten und der Grad von Toxizitat sind unter den schnell
applizierten 5-FU-Bolusregimen starker als unter den Dauerinfusionsregimen (The Meta-
analysis group in cancer 1998). Ungeachtet dessen sind intra- und interindividuelle pharma-
kokinetische 5-FU-Spiegel-Schwankungen unter der Dauerinfusionstherapie eine Ursache fir
das Auftreten von Toxizitdt. In den ersten Stunden nach Dauerinfusionsgabe treten 5-FU-
Spiegelschwankungen auf, die ungefdhr 18 Stunden nach Beginn der Dauerinfusionstherapie
mit einer Ausbildung einer steady state-Konzentration (Css) von 5-FU enden (Adjei et. al
2002).

Die zurzeit Ublicherweise verabreichten Kombinationstherapien mit 5-FU und Folinsaure (LV)

haben eindeutig hoéhere Tumoransprechraten und ein besseres progressionsfreies
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Uberleben im Intervall, als die alleinige Therapie mit 5-FU (Poon et al. 1989; Minsky et al.
1992; O'Connell et al. 1997).

1.7 Genpolymorphismen der Dihydropyrimidindehydrogenase und
Thymidylatsynthase

Die individuelle Pharmakokinetik von 5-FU wird durch Alter, Geschlecht, Organfunktionen,
Gesamtmorbiditat, Medikamenteninteraktionen und vom Genotyp beeinflusst (Kaldate et al.
2012; Extermann 2007; Milano et al. 1992).

Mehr als 80 % des applizierten 5-FUs wird von der Dihydropyrimidindehydrogenase (DPD)
verstoffwechselt. Dabei variiert die DPD-Aktivitat interindividuell: 3-5 % der Bevolkerung
haben ein partielles und 0,2 % der Bevdlkerung ein komplettes DPD-Defizit (Walther et al.
2009; Saif et al. 2009). Es sind mehr als 30 autosomal vererbbare Genpolymorphismen
identifiziert, die zu einer leicht bis stark reduzierten DPD-Aktivitat fiihren (Saif et al. 2009).
Das Vorliegen eines DPD-Defizits flihrt zu der reduzierten Fahigkeit, 5-FU abzubauen und
auszuscheiden. Die Halbwertszeit des Medikaments kann sich von normalerweise 10-15
Minuten bis auf 159 Minuten verlangern (Saif et al. 2009). Die normaldosierte Chemo-
therapie mit 5-FU wirkt bei einem DPD-defizienten Menschen stark toxisch und kann sich in
lebensbedrohlichen myelosuppressiven, neurologischen und gastrointestinalen Neben-
wirkungen manifestieren (siehe Kapitel 1.5) (Locker et al. 2006; Capitain et al. 2008a; Wei et
al. 1996).

Bei Nachweis einer heterozygoten Genmutation muss schon vor Chemotherapiegabe die
Dosis von 5-FU reduziert werden (Diasio und Johnson 1998). Die einzige uneingeschrankte
Kontraindikation fiir die Therapie mit 5-FU besteht im Fall eines kompletten homozygoten
DPD-Defizits, das mit weniger als < 0,1 % in der Bevoélkerung auftritt (Gamelin 2007a).

Ein moglicher Ansatz zur Bestimmung der unterschiedlichen Phanotypen der DPD wurde mit
Messungen der Dihydrouracil/Uracil-Ratio und der Plasmaclearance von 5-FU entwickelt.
Dieses Verfahren kann Risikopatienten identifizieren, aber nicht alle Patienten mit einer
niedrigen 5-FU-Clearance erfassen (Gamelin 2007a). Tatsachlich haben nur 17 % der Patien-
ten mit reduzierter DPD-Aktivitat eine molekulare Ursache fiir ihr phdnotypisches Defizit, die
Uber molekulargenetische Untersuchungen ermittelt werden kdnnen (Gamelin 2007a).
Erganzend dazu variiert die DPD stark mit der zirkadianen Rhythmik des menschlichen

Korpers, die sich reziprok in der Plasmakonzentration von 5-FU zeigt (Adjei et. al 2002).
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Ein weiteres wichtiges Schlisselenzym in der Metabolisierung von 5-FU ist die Thymidylat-
synthase (TS) (siehe Abbildung 5). Die Umwandlung von 5-FU in seinen aktiven Metaboliten
F-dUMP wird durch die TS katalysiert (Walther et al. 2009; Locker et al. 2006).
Vorangegangene Studien zeigten, dass eine reduzierte Expression der TS eine unzureichende
Umwandlung von 5-FU zu F-dUMP bedingt und die terndre Komplexbildung (THF - F-dUMP -
TS-Komplex) limitiert wird. Im Zuge dessen wird die TS nicht vollstandig inaktiviert und
gleichzeitig ist die Wirkung von 5-FU abgeschwacht (Walther et al. 2009).

Aus klinischer Sicht werden aufgrund der bekannten und schwer erfassbaren Variabilitat der
Enzyme DPD und TS ein Verfahren zur frihzeitigen Detektion eines erhdhten Toxizitatsrisikos

sowie eine besser kontrollierbare Steuerung der 5-FU-Therapie gefordert.

1.8 Therapeutisches Drugmonitoring unter 5-FU-Applikation

Bei gleicher KOF-Dosierung von 5-FU werden individuelle Unterschiede in der systemischen
5-FU-Exposition gemessen (Gamelin 2007b). Mehrere Studien haben mittels pharmakoki-
netischer Blutplasmaspiegelmessungen gezeigt, dass 25-30 % der Patienten unter der KOF-
adaptierten 5-FU-Therapie optimal dosiert, 40-60 % der Patienten unterdosiert und 10-20 %
Uberdosiert sind (Saif et al. 2009; Capitain et al. 2012).

Zur Optimierung der individuellen Dosierung von 5-FU stellt das TDM, basierend auf einem
homogenen Nanopartikel-Agglutination-Immunoassay zur Bestimmung von 5-FU-Konzentra-
tionen in humanem Blutplasma, ein innovatives Verfahren dar (Salamone et al. 2007). Mit
Hilfe der gemessenen Konzentration Ilasst sich der 5-FU-AUC-Spiegel Uber die
Konzentration/Zeit-Kurve eines Stoffes (mg x h/l) berechnen. Die AUC zeichnet die
Bioverfligbarkeit des Pharmakons in dem gemessenen Organismus ab. Die Grofse des AUC-
Spiegels hangt von der Eliminationskonstanten (Abbauenzyme), dem Verteilungsvolumen
(Blutvolumen) und der resorbierten Menge (applizierte Dosis) ab (Saif et al. 2009).

Der Zielbereich der 5-FU-AUC-Spiegel ist unabhangig vom Tumortyp und der Behandlungs-
strategie. Mehrere Forschungsteams in den 1980er Jahren konnten einen Zielbereich von
20-30 AUC-Units (mg x h/l) ermitteln (Kaldate et al. 2012; Gamelin et al. 1996). Basierend auf
der Infusionsdauer kann die AUC aus der Blutplasmakonzentration errechnet werden (siehe
Abbildung 16) (Gamelin 2007b). Anhand des gemessenen AUC-Spiegels im Blut nach der 5-
FU-Applikation ldsst sich abschatzen, ob der ermittelte AUC-Wert fiir den einzelnen

Patienten im optimalen Wirkungsbereich liegt. Patienten mit viel zu niedrigen 5-FU-Blutplas-
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maspiegeln kénnen friihzeitig wiahrend der Behandlung identifiziert werden, und ein Dosis-
angepasstes Behandlungskonzept kann ausgewahlt werden (Gamelin 2007a).

Die pharmakokinetisch orientierte Dosisanpassung tUber TDM kann in Zukunft helfen, die
optimale 5-FU-Dosis individuell zu ermitteln. Klinisches Ziel ist es die Wirksamkeit der Che-
motherapie mit der Folge eines verlangerten disease free survival (DFS) zu erhéhen und eine
Reduktion der Nebenwirkungen mit der Vermeidung von Grad 3-4 Toxizitat zu erreichen

(Saif et al. 2009).

1.9 Zielsetzung und Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit werden die 5-FU-Blutplasmaspiegel bei Patienten mit einem lokal
fortgeschrittenen Rektumkarzinom unter 5-FU-basierter Chemotherapie gemessen. Dabei
wird die individuelle heterogene Pharmakokinetik des Antimetaboliten 5-FU unter der KOF-
adaptierten Dosierung untersucht. Nach Etablierung eines Nanopartikelimmunoassays im
Institut fir Klinische Chemie der UMG werden die Blutplasmaproben analysiert und der 5-
FU-AUC-Spiegel errechnet. Parallel werden die Nebenwirkungen unter der applizierten
Chemotherapie und die klinischen Daten der Patienten im Langzeitverlauf in der Studien-
datenbank der KFO 179-2 dokumentiert.
Folgende Fragen sollen in der vorliegenden Arbeit beantwortet werden:
1. Welche AUC-Blutplasmaspiegel werden bei den Patienten unter der 5-FU-basierten
Therapie gemessen?
2. Wie viele Patienten haben AUC-Werte, die niedriger als 20 mg/l unter der 5-FU-
Therapie sind?
3. Hat ein erhéhter 5-FU-AUC-Plasmaspiegel fir den Patienten Auswirkungen in Form
von gastrointestinaler oder hamatologischer Toxizitat?
4. Gibt es geschlechtsspezifische oder altersspezifische Unterschiede in der Héhe des
AUC-Wertes?
5. Konnen Schlussfolgerungen fir die 5-FU-basierte Chemotherapie der Patienten mit
lokal fortgeschrittenem Rektumkarzinom gezogen werden? Wie ist die Tumorrespons
im neoadjuvanten Therapieabschnitt unter Betrachtung des 5-FU-AUC-Spiegels zu
bewerten?
6. Inwieweit lasst sich die 5-FU-AUC-Spiegelmessung in den klinischen Alltag praktisch

integrieren? Welche Vorteile bringt das TDM fiir den Patienten?
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2 Patientenkollektiv und Methoden

2.1 Untersuchtes Patientenkollektiv

In der vorliegenden Dissertation wurden Blutplasmaproben unter 5-FU-Chemotherapie und
klinische Daten von insgesamt 82 Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen Rektum-
karzinom (cUICC-II/-1) untersucht.

Die Diagnose der untersuchten Patienten wurde zwischen April 2009 und April 2012 gestellt.
Die anschlieRende multimodale Therapie erfolgte in enger Kooperation zwischen der Klinik
flr Strahlentherapie und Radioonkologie (Direktor: Prof. Dr. Dr. Hess), der Klinik fur
Allgemein-, Viszeral- und Kinderchirurgie (Direktor: Prof. Dr. med. M. Ghadimi, ehemaliger
Direktor: Prof. Dr. med. H. Becker), dem Institut fliir Gastroenteropathologie (Direktoren:
Prof. Dr. med. Strobel, Prof. Dr. med. H.-J. Radzun) sowie in der Interdisziplindren
Kurzzeitonkologie (IKO) (Direktor der Abteilung fiir Himatologie und Medizinische Onkologie
und Leiter der IKO: Prof. Dr. med L. Triimper) im IKO-Teilbereich der Klinik fir Allgemein-,
Viszeral- und Kinderchirurgie (Verantwortlicher Leiter dieses IKO-Teilbereiches: Prof. Dr.
med. T. Liersch) der UMG.

Die 5-FU-Blutplasmaspiegelmessungen erfolgten im Zentrallabor des Instituts fur Klinische
Chemie (komm. Leiter: Prof. Dr. L. Binder, Direktor zum Zeitpunkt der Untersuchungen: Prof.
Dr. med. Dr. h.c. M. Oellerich) nach einem CE-zertifizierten Verfahren der Firma Saladax auf
dem ,,COBAS INTEGRA® 800 der Firma Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland).

In die klinische Untersuchung wurden 26 weibliche (32 %; median: 61 Jahre) und 56 mann-
liche (68 %; median: 65 Jahre) Patienten mit einem mittleren Alter von 64 Jahren (21-84
Jahren) eingeschlossen.

Die untersuchten Patienten wurden in oder analog klinischer, prospektiv randomisierter
Phase-ll- und -lll-Studien (z.B. der ,German Rectal Cancer Study Group” (GRCSG),
CAO/AIO/ARO-04, GAST-05, TransValid-A und TransValid-B; Studienprotokolle siehe Anhang
S.84) therapiert, fur die jeweils ein positives Votum der Ethikkommission der UMG vorlag.
Von allen in die Analysen einbezogenen Patienten lag vor Einleitung der Therapie eine
schriftliche Einwilligungserklarung zur Durchfiihrung der multimodalen Therapie und der
Begleituntersuchungen mit Erhebung von Patienten-bezogenen Follow-Up-Daten (durch die

KFO 179-2) vor.
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Von den 82 Patienten erhielten n=66 (80 %) eine neoadjuvante Radiochemotherapie mit
begleitender 5-FU-mono-Therapie (n=41) oder eine durch Oxaliplatin intensivierte FOLFOX-
Chemotherapie (n=25) (siehe Abbildung 7). Die lbrigen 16 % (n=13) erhielten eine Radio-
chemotherapie mit 5-FU+Oxaliplatin gefolgt von drei Zyklen 5-FU+Oxaliplatin (5-FU+Ox.) im
Rahmen einer Pilotphase (individuelle Heilversuche) der TransValid—B.

Eine adjuvante Chemotherapie nach Tumorresektion erhielten bis zum Zeitpunkt April 2012
n=59 (72 %) Patienten, wobei 31 (52 %) Patienten mit alleiniger 5-FU-Therapie und 28 (47 %)
Patienten mit FOLFOX therapiert wurden. Die zwei Patienten (0,02 %) mit Rektum-
karzinomen des oberen Drittels wurden innerhalb der GAST-05-Studie (ISRCTN35198481)
mit einer adjuvanten Chemotherapie nach dem FOLFOX-Schema (n=2) nach primarer
Tumorresektion behandelt. Ein weiterer Patient wurde bei Vorliegen eines Zweittumors

analog der GAST-05-Studie therapiert.

analog
CAO/ARO/AIO - 04 Transvalid B

13 Patienten

Transvalid A
11 Patienten 30 Patienten 25 Patienten

Keine adjuvanten CTx
10 Patienten**

11 Patienten 20 Patienten 25 Patienten 3 Patienten

Transvalid A CAO/ARO/AIO - 04 GAST-05

*11 Patienten waren zum Zeitpunkt der Datenerhebung noch nicht operiert worden.
** 5 Patienten lehnten die adjuvante Chemotherapie ab
/5 Patienten erhielten noch keine adjuvante Chemotherapie zum Auswertungszeitpunkt.

Abbildung 7: Patienteniibersicht mit durchgefiihrten Therapien
Das Schema zeigt alle untersuchten Patienten in Bezug auf die verschiedenen Studien-
Therapieschemata zum Auswertungszeitpunkt.

Alle Patientendaten, Studienschemata, Protokolle und Analysen wurden im Teilprojekt 5, TP

5: Pradiktive und prognostische Biomarker im lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom® der
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DFG-geforderten klinischen Forschergruppe KFO 179-2 ,,Biological Basis of Individual Tumor

Response in Patients with Rectal Cancer” (www.kfo179.de) - erhoben und durchgefiihrt.

2.2 Blutprobengewinnung und Aufarbeitung

2.2.1 Blutentnahmezeitpunkte

Die neoadjuvante Radiochemotherapie wurde gemalR den Studienprotokollvorgaben
werktags durch die taglichen Bestrahlungen des kleinen Beckens (28 d x 1,8 Gy) in der Klinik
flr Strahlentherapie und Radioonkologie durchgefiihrt. Die Blutentnahme fiir die Aus-
wertung der individuellen AUC-Spiegel des 5-FUs unter der konkomitanten Radiochemo-
therapie erfolgte frihestens 2 h nach Start der 5-FU-Dauerinfusion.

Die Firma Saladax, die den Immunoassay My5-FU entwickelte, empfiehlt die Abnahme der
Blutprobe friihestens zwei Stunden nach Infusionsbeginn, da bei kontinuierlicher Infusion 5-
FU den Css innerhalb einer Stunde erreicht (Saladax Biomedical 2010).

Aufbauend auf diesen Ergebnissen sah das Studienprotokoll die erste vendse Blutentnahme
im Zyklus zwei Stunden nach Anhangen der 5-FU-Infusionspumpe (Abbildung 8) vor. Unter
dem 5-FU-mono-Regime erhielten die Patienten in der ersten und fiinften Therapiewoche
die Infusionspumpe Uber jeweils finf Tage. Zunachst wurden an je fliinf aufeinander-
folgenden Tagen je eine 24-h-Infusionspumpe verwendet. Mit der Umstellung auf eine 5-
Tages-Infusionspumpe konnten Materialkosten gesenkt und die Praktikabilitdt verbessert
werden. Die 5-FU-Blutspiegel wurden vom ersten und dritten Tag nach Pumpenstart in den
jeweiligen Chemotherapiewochen ausgewertet.

Die Patienten, die nach dem 5-Fluorouracil und Oxaliplatin-Schema (5-FU+Ox.) behandelt
wurden, bekamen zunachst LV und Ox. infundiert. Erst nach den beiden Infusionen wurde
die 5-FU-Pumpe, die Uber 14 Tage lauft, angehangt. Um die Entwicklung des AUC-Spiegels
Uber die Dauer der 5-FU-Pumpe bewerten zu kdnnen, wurde Blut fir die Spiegelbestimmung
3 h und 24 h nach Ox.-Gabe, an Tag 8 und Tag 22 und einen Tag nach Beginn des zweiten

Pumpenzyklus, entnommen (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: Blutentnahmeschema wiahrend der neoadjuvanten und adjuvanten Therapiephasen
Links: Blutentnahmen unter 5-FU-Chemotherapie in der neoadjuvanten Behandlungsphase entweder
als Monotherapie mit 5-FU-Dauerinfusion oder in Kombination mit Ox. lber eine 14-tigige
Baxterpumpe. Rechts: Blutentnahmen unter 5-FU-Chemotherapie in der adjuvanten
Behandlungsphase fiir eine 5-FU-mono-Therapie (Bolusinfusion) und die Kombinationstherapie mit
Ox.(als Dauerinfusion liber 48 h via Baxterpumpe). Die Abbildung wurde vom Autor nach dem
Studienprotokoll der CAO/ARO/AIO-04-Studie modifiziert.

Ein Vorteil und Gewinn an Lebensqualitat bestand fir die Patienten darin, dass die adjuvante
Chemotherapie in der Regel ambulant durchgefiihrt wurde. Die Patienten kamen fir die
Verlaufsgesprache und Therapieapplikation in die Chirurgische Sektion der Interdisziplindren
Kurzzeitonkologie der UMG. Die Patienten, welche mit 5-FU-mono-Therapie behandelt
wurden, bekamen 5-FU als Kurzinfusion verabreicht (siehe Abbildung 8). Da die Halb-
wertszeit von 5-FU nur 10-20 Minuten betragt, erfolgte die Blutentnahme fiir die 5-FU-
Spiegelbestimmung direkt im Anschluss an die Infusion (Mutschler 2008). Die Blutproben
wurden eine Woche lang taglich 30-45 Minuten nach Therapiebeginn entnommen.

Nach dem ,FOLFOX“-Schema behandelte Patienten erhielten alle zwei Wochen Uber acht
Zyklen eine Infusion mit LV und Ox. (siehe Abbildung 8). Im Anschluss wurde eine 48-h-5-FU-
Baxter-Pumpe (siehe Abbildung 9) angeschlossen. Der Blutentnahmezeitpunkt war auf zwei

Stunden nach 5-FU-Baxter-Pumpenbeginn festgelegt.
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Abbildung 9: Baxter-Infusionspumpe fiir die 5-FU-Applikation

Das elastische Material eines Elastomer-Ballons dehnt sich durch die Auffillung mit 5-FU-
Infusionsfliissigkeit aus und baut einen Druck auf, der die Pumparbeit leistet. Ein Flussbegrenzer,
zumeist eine feine Glaskapillare, bestimmt die Infusionsgeschwindigkeit, so dass keine manuellen
Einstellungen notwendig sind. Da die Infusionsrate durch duBere Faktoren wie Temperatur oder
korperliche Bewegung verandert werden kann, ist die Infundierungsrate interindividuell
unterschiedlich (Ackermann et al. 2007). Eigene Abbildung vom Autor dieser Arbeit.

Eine Vorgabe der Studienprotokolle stellte das ,,Dosekapping” fiir die Chemotherapiedosie-

rung ab einer KOF von 1,8 m? neoadjuvant und gréRer einer KOF von 2,0 m? adjuvant dar.

2.2.2 Gewinnung der Blutproben

Die Blutentnahme musste durch eine Venenpunktion erfolgen. Nur wenn der Patient in diese
nicht einwilligte oder keine Moglichkeit zur vendsen Punktion bestand, wurde das Blut aus
dem Port (nach vorab Aspiration von mindestens 10 ml Blut) abgenommen. Die
Blutentnahmeréhrchen waren EDTA-Monovetten und/oder Lithium-Heparin-Monovetten,
die jeweils maximal 8 ml Blut aufnehmen konnten. Durch die Abnahme in EDTA- und
Heparinmonovetten wurde untersucht, inwieweit beide Monovettenarten fir die Plasma-
spiegelmessungen geeignet sind.

Nach der Entnahme wurde die Blutprobe direkt auf Eis gekiihlt, damit die DPD-Aktivitat im
Patientenblut gestoppt wurde (Beumer et al. 2009). Die Blutproben lagen in einer Eisbox und
wurden innerhalb von weniger als zehn Minuten in das Labor transportiert, wo die Blut-
proben aufbereitet wurden.

Einige Blutproben wurden vergleichsweise mit dem ,My5-FU-Sample Stabilizer Kit“ der
Firma Saladax Biomedical versehen. Die Stabilisatorlésung, bestehend aus 0,1 ml
Stabilisatorlésung mit 0,12 mg/ml Gimeracil in einer 30 %-igen Methanollésung, wurde

direkt nach der Blutentnahme in die blutgefiillte 3 ml EDTA-Monovette Uberfihrt. Der
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Stabilisator inaktivierte die DPD in der Blutprobe direkt. Innerhalb von 24 Stunden sollten die

Blutproben, nach Angaben des Herstellers, aufbereitet worden sein (Saam et al. 2011).

2.2.3 Asservierung der Blutproben

Innerhalb von 30 Minuten nach Abnahme der Blutproben wurden diese bei 4° Celsius (bzw.
bei 22° Celsius bei einer mit Stabilisator versetzten Blutprobe) bei 2200 U/min fir zehn
Minuten zentrifugiert. Der klare Uberstand der Probe (sieche Abbildung 10), das Plasma,
wurde abpipettiert und in 2 ml-Eppendorf-Cups gegeben. Diese wurden bei -80° Celsius bis

zur 5-FU-Plasmaspiegelmessung mittels Immunoassay konserviert.

55% Plasma

<1% Buffy-coat <— |

45% Erythrozyten { I

)

Abbildung 10: Aufbereitung und Asservierung des Blutplasmas

Nach Zentrifugation der Blutprobe wird das zellfreie Plasma im oberen Bereich der Blutprobe
abpipettiert. Der buffy coat ist die schmale Grenzschicht zwischen Plasma und Erythrozyten. Sie
enthélt Leukozyten, die das 5-FU abbauende Enzym DPD enthalten und darf nicht mit abgetragen
werden. Das Sediment bilden zu ca. 45 % Erythrozythen. Mit freundlicher Genehmigung durch Dr.
Salamone. (Die Abbildung wurde angelehnt an Saladax Biomedical, 2011, Seite 16 erstellt.)

Bevor die eingefrorenen 5-FU-Plasma-Eppendorf-Cups gemessen werden konnten, wurden
sie Uiber 60 Minuten bei Raumtemperatur langsam aufgetaut und fiir eine Minute bei
10.800U/min zentrifugiert. Die erforderliche Menge von 100 pl Plasma wurde in je eine von
15 vorhandenen Messkiivetten pro Messrack flir das ,Roche COBAS INTEGRA® 800“
Analysesystem pipettiert und die jeweilige Position im Messrack (1-15) im Programm
eingegeben. Die Proben wurden durch den Biomaterial-Barcode jeder Plasmaprobe im
INTEGRA-Programm benannt und waren damit gleichzeitig verschlisselt.

Plasmaproben, die sehr hohe 5-FU-Konzentrationen enthielten, wie bei einer Port-
Blutentabnahme oder einer Blutentnahme nach Bolusinfusion, wurden erneut verdinnt
gemessen. Die Verdliinnung der Plasmaproben wurde mit destilliertem Wasser und im
Verhaltnis 1/50 durchgefiihrt. Fihrte dieses Verdiunnungsverhaltnis zu einem nicht im

messbaren Bereich liegenden Ergebnis, wurde entweder auf 1/10 oder 1/100 verdinnt und
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erneut gemessen. Der Verdiinnungsfaktor wurde durch ,—Verdiinnungsfaktor” wie zum

Beispiel ,,-50“ im Messprogramm dokumentiert.

2.2.4 Verwendete Materialien

Beschreibung

Bezeichnung/Hersteller/Mengenangaben

Blutmonovetten EDTA

SARSTEDT Monovette EDTA K , Nimbrecht, Deutschland; 2,6 oder 4,7

ml

Blutmonovette

Heparin

SARSTEDT Monovette Hep-Gel, Nimbrecht, Deutschland; 4,7 ml

Stabilisator-Rohrchen

My5-FU-Sample Stabilizer Kit, Saladax, Bethlehem, USA; 0,1 ml

Pipetten

eppendorf Reference, Physio Care concept, Hamburg, Deutschland;
10-100ul eppendorf Research plus, Physio Care concept, Hamburg,
Deutschland;100-1000ul

Zentrifuge zur

Blutasservation

Labofuge400R, Heraeus instruments, Hanau, Deutschland

Zentrifuge fir

Plasmareinigung

ABBOTT ZENTRIFUGE, Wiesbaden, Deutschland

Immunoanalyzer

COBAS INTEGRA’ 800, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Messkivetten

fiir COBAS INTEGRA" 800, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Probenrack

sample COBAS 17/ sample COBAS 18/sample COBAS 19, Roche

Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Reagenz-Kassette

DEV04, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Cleaner-Kassette

CLEAN-Kassette, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Cleaner-Waschlosung

Cleaner COBAS INTEGRA, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Immunoassay

My5-FU-Assay (REF728-FNP), Saladax, Bethlehem, USA
Reaktionspuffer R1, Saladax, Bethlehem, USA

Nanopartikelreagenz R2, Saladax, Bethlehem, USA

Kalibration-Kit

My5-FU-Kalibrator-Kit, Saladax, Bethlehem, USA

Kontroll-Kit

My5-FU-Kontroll-Kits, Saladax, Bethlehem, USA

Verdiinnungslosung

H,O destilliert

Tabelle 3: Materialien

Verwendete Materialien und Gerate fiir die Messungen
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2.2.5 Messung der Proben

Der Nanopartikel-basierte Immunoassay ,My5-FU-Assay” der Firma Saladax Biomedical,
Bethlehem, Pennsylvania in Nordamerika, Inc. 2010 (US-Patent-Nr. 7,205,116), wurde auf
klinischen Analysegeraten, in dieser Studie auf dem ,,COBAS INTEGRA® 800“ der Firma Roche
Diagnostics aus Mannheim, Deutschland, durchgefiihrt (Abbildung 11). Der , COBAS

INTEGRA" 800 ist ein offenes benutzerprogrammierbares Analysegerat.

Abbildung 11: COBAS INTEGRA ® 800
Das Immunoassay-Analysegerat Roche ,,COBAS INTEGRA ® 800" des Institutes fiir Klinische Chemie
der UMG. Eigene Abbildung vom Autor dieser Arbeit.

Nach Installation des 5-FU-Immunoassays auf dem ,,COBAS INTEGRA® 800“ wurde das 30
Tage haltbare Kalibration-Kit ,My5-FU-Kalibrator-Kit“ installiert. Es wurden Kalibrations-
kurven mithilfe sechs verschiedener Kalibrator-Konzentrationen fur den Bereich 0 bis 1800
ng/ml (0, 150, 300, 600, 1200 und 1800 ng/ml) erstellt, wobei das in der vorliegenden Arbeit
benutzte INTEGRA-Analysegerat nur einen Messbereich bis 999 ng/ml im Zahlenwert angab.
Werte, die oberhalb von 999 ng/ml lagen wurden als ,,* > 10*“ angezeigt. Die untere mess-
bare Nachweisgrenze von 5-FU lag bei 52 ng/ml (Saladax Biomedical 2010; Saladax
Biomedical 2011; Salamone et al. 2007).

Mithilfe des My5-FU-Kontroll-Kits (bestehend aus drei Kontrollreagenzien jeweils fiir eine
niedrige, mittlere und hohe 5-FU-Konzentration) lie sich der kalibrierte Immunoassay
abgleichen. RegelmaBige Kontrolltests wurden bei jedem Wechsel der Kalibrations- oder

Reagenz-Kit-Charge nach der Durchfiihrung der sechsmonatlichen Wartung durch die Firma
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Roche und entsprechend den Anforderungen der Qualitatskontrollverfahren durchgefiihrt
(Saladax Biomedical 2010; Saladax Biomedical 2011).

Vor den Analysen wurden je drei Kontrollmessungen mit den Kontroll-Kit-Reagenzien My5-
FU-Kontroll-Kit durchgefiihrt. Nur wenn die Kontrollmessungen in den festgelegten Konzent-
rationsbereichen (niedriger, mittlerer und hoher Konzentrationswert) lagen, konnte mit den
Plasmaprobenmessungen begonnen werden.

Nach 70 Messungen musste die Cleaner-Losung des COBAS INTEGRA® 800 gewechselt
werden. Jede Nacht um 2:00 Uhr erfolgte eine automatische Reinigung des Analysegerates.
Das Auffillen von Cleaner und Reinigungslosung sowie der Wechsel der 5-FU-Kassetten
My5-FU-Assay wurden nach Meldung durch das Analysegerat vollzogen.

Pro Reagenzkassette konnten 120 5-FU-Konzentrations-Messungen durchgefiihrt werden.
Nach jedem Kassettenwechsel wurden routinemaRig die drei My5-FU-Kontrollen durch-
gefiihrt.

Das ,,COBAS INTEGRA® 800“ pipettierte nach 30 Sekunden/5 Zyklen erst 65 pl von Reagenz
R1, nach 108 Sekunden /18 Zyklen 6 pl der Patientenprobe und nach 625 Sekunden 70 pl der
Reagenz R2. Die Absorptionsberechnung erfolgte nach dem Endpunktmodell, bei dem der
erste Messzeitpunkt bei Zyklus 109 (in Sekunde 654) und der zweite Messpunkt bei Zyklus
197( in Sekunde 1182) lag. Die Messergebnisse wurden nach ungefdahr 20 Minuten auf dem

Monitor angezeigt und fiir jedes gemessene Messrack mit seinen 15 gemessenen

Plasmaproben in den Messkiivetten ausgedruckt.

Abbildung 12: Messrack des Cobas Integra
Eigene Abbildung vom Autor dieser Arbeit.

2.3 Der Nanopartikelimmunoassay

Das in der vorliegenden Arbeit getestete neuartige Verfahren zur 5-FU-Messung basierte auf
einem homogenen Nanopartikel-Agglutination-Immunoassay, der zur Bestimmung von 5-FU-
Konzentrationen in humanem Blutplasma eingesetzt wurde. Der My5-FU-Assay enthielt
einen Reaktionspuffer R1 und die Nanopartikelreagenz R2, bestehend aus an Nanopartikel

gebundenen Antikoérpern in einer Pufferlésung. Monoklonale Antikdrper, die kovalent an der
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Oberflache von 200 nm groRen Nanopartikeln verbunden sind, binden als Antigen freies 5-
FU im Blutplasma. Die Aggregation von Antikorper und Antigen (5-FU) bewirkte eine
Verdanderung in der Absorption bei 652 nm Uber Polymerausbildung. Dabei war das
AbsorptionsmaR umgekehrt proportional zu der Menge an freiem 5-FU im Plasma. Bei
Abwesenheit von freiem 5-FU in der Probe erzeugten die Nanopartikelaggregate eine grofSe
Auflichtstreuung, was sich in einer Zunahme der Absorptionskurve widerspiegelte. Enthielt
die zu messende Probe viel freies 5-FU, wurde die Agglutinationsreaktion durch die Bindung
der Nanopartikelantikdrper an das 5-FU teilweise verhindert. Resultierend daraus nahm die
Streuung des Auflichts ab und die Absorptionskurve wurde kleiner (siehe Abbildung 14)
(Saladax Biomedical 2010; Saladax Biomedical 2011).
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Abbildung 13: Prinzip des Nanopartikelimmunoassays

Abbildung 13 zeigt, dass sich bei Fehlen von 5-FU in der Probe die in den Reagenzien befindliche 5-
FU-Konjugate an die Antikdrperbeschichteten Nanopartikel binden. Durch diese Aggregation kommt
es zu einer hohen Lichtstreuung in der Absorptionsmessung.

Mit freundlicher Genehmigung durch Dr. Salamone. (Die Abbildung wurde angelehnt an Saladax
Biomedical, 2011, S.4 erstellt.)
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Abbildung 14: Prinzip des Nanopartikelimmunoassays

Bei Vorhandensein von 5-FU in der Probe, wie in Abbildung 14 beschrieben, binden die
Nanopartikelantikérper kompetitiv an das freie 5-FU. Die 5-FU-Konjugate bilden nur wenige
Komplexe mit den Antikérpern aus. Resultierend aus der marginalen Aggregation ist die gemessene
Absorption im Licht geringer. Mit freundlicher Genehmigung durch Dr. Salamone. (Die Abbildung
wurde angelehnt an Saladax Biomedical, 2011, S.5 erstellt.)

Anhand einer standardisierten Absorptionskurve gegenilber klinisch getesteten 5-FU-
Mengen, konnte auf die 5-FU-Menge in der Patientenprobe geschlossen werden (Saladax

Biomedical 2010; Saladax Biomedical 2011).
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Abbildung 15: Standardisierte Kalibrations-Absorptionskurve von 5-FU

Die Lichtabsorptionsrate ist gegen unterschiedliche 5-FU-Dosierungen (0, 150, 300, 600, 1200, 1800
ng/ml) aufgetragen, gemessen auf einem Olympus AU400-Analyzer. Die Balken reprdsentieren zwei
Standardabweichungen (n=4). Mit freundlicher Genehmigung durch Dr. Salamone. (Nach Salamone
et al. 2007, Seite 420).
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2.4 AUC-Berechnung

Die Plasmakonzentration im Css entspricht der Exposition von 5-FU. Die Css-
Plasmakonzentration wahrend einer bestimmten Applikationsdauer entspricht dem AUC-

Wert, der Konzentration-Zeit-Kurve (siehe Kap. 1.9).

AUC (mg x h/1) = Css (mg/l) x Infusionsdauer (h)

Der quantitative Zielbereich fir die 5-FU-Exposition, durch den AUC-Wert dargestellt, wurde
mithilfe der Menge des gemessenen applizierten 5-FU und der Infusionsdauer nach standar-

disierten Methoden berechnet (siehe Abbildung 16) (Kaldate et al. 2012).

Css
= AVAVAVAVAYAYA T\ AV AVAVAVAVAVAVAVA
o0
£
c
2
S
E-
s
<
& AUC
<
O =
X
=]
w
th
T T T T T T T T T T ]
Start > 2h Zeit (h) Ende

Abbildung 16: Beispiel der AUC-Berechnung:

Basierend auf der Infusionsdauer kann die AUC aus der Blutplasmakonzentration errechnet werden.
Mit freundlicher Genehmigung durch Dr. Salamone. (Die Abbildung wurde nach Saladax Biomedical,
2011, Seite 12 erstellt.)

Die 5-FU-Konzentration der Patientenprobe wurde durch den Immunoassay gemessen und
in ng/ml berechnet. Fir die AUC-Bestimmung wurde der 5-FU-Probenwert (ng/ml) mit 10°
multipliziert (mg/l), um die AUC berechnen zu kénnen.

Die Infusionsdauer der untersuchten Patientenproben variierte aufgrund unterschiedlicher

Applikationsart und Therapieregime (siehe Tabelle 4).

Neoadjuvant Neoadjuvant Adjuvant Adjuvant
5-FU-mono FOLFOX 5-FU-mono FOLFOX
Vor 06/2011.:
24 h 1440 min

Seit 06/2011:

150 h 9000 min

Tabelle 4: 5-FU Infusionsdauer in der neoadjuvanten und adjuvanten Therapie
Die Infusionslangen sind jeweils in Stunden (h) und Minuten (min) angegeben.
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Fiir 5-FU lag aktuell der klinisch ermittelte Ziel-AUC-Spiegel im Bereich von 20-30 AUC-Units
(mg x h/l) (Kaldate et al. 2012).

2.5 Dokumentation der therapieassoziierten Nebenwirkungen

Durch die applizierte Chemotherapie kam es, abhdngig von der Chemotherapie-Substanz,
der jeweiligen Metabolisierung und dem klinischen Zustand des Patienten, zu
unterschiedlichen therapieassoziierten Toxizitdten.

Die Nebenwirkungen der neoadjuvanten und adjuvanten Therapie des lokal
fortgeschrittenen Rektumkarzinoms unterschieden sich hinsichtlich der Therapiephase.
Akutnebenwirkungen traten in den ersten 90 Tagen wahrend und nach der Therapie auf,
wdahrend Langzeit-/ Spat-Toxizitdten 90 Tage nach Abschluss der Behandlung bezeichnet
wurden (Dorr et al. 2000). Zur Untersuchung, Einteilung und Bewertung der Radio-
chemotherapie- und Chemotherapie-Effekte des Patientenkollektivs wurden die CTCAE 4.03-

Kriterien verwendet (siehe Anhang S.84).

2.5.1 Akute Organtoxizitat

Unter der neoadjuvanten Radiochemotherapie wurde Toxizitat, die durch die Bestrahlung
auftrat, sowie die allgemeinen Nebenwirkungen unter Chemotherapie erfasst. Fiir die Akut-
toxizitaten unter Radiotherapie standen die Organsysteme Haut, Blase und Enddarm im
Fokus der Anamnese, klinischen Untersuchung und Dokumentation. Typischerweise
verursacht eine primare Radiotherapie im Beckenbereich haufig lokale Toxizitat, wie zum
Beispiel in Form einer Zystitis, einer Proktitis, einer Radiodermatitis und einer Enteritis
(Hendry et al. 2006).

In Bezug auf die 5-FU-basierte Chemotherapie wurden neoadjuvant die Organtoxizitaten
erfasst, dokumentiert und ausgewertet. Zu den Blasentoxizitditen zdhlten zum Beispiel
Harnwegsinfekt, Nierenbeckenentziindung und akutes Nierenversagen. Als Darmtoxizitdaten
wurden die Symptome Diarrhéen, Durchwanderungsperitonitis und Obstipation erfasst. Eine
Reizung des Enddarmes wurde unter Proktitis dokumentiert. Die Symptome Mukositis,
Stomatitis, Strahlendermatitis und Hand-FuR-Syndrom wurden als Hauttoxizitdten erfasst.
Die Toxizitatserfassung fur die adjuvante Chemotherapie umfasste als ,,Adverse Event” (AE)
neben Schleimhaut, Haut, und Darm, Alopezie, Geschmack, Angina-Pectoris-Beschwerden,

Fieber, Schmerzen, Ubelkeit, Nieren- und Neurotoxizitit (siehe Anhang S.84). Die
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Organtoxizitdten wurden nach der jeweiligen Gradeinteilung, unter jedem Zyklus untersucht

und dokumentiert.

2.5.2 Hamatologische Toxizitat

In dieser Auswertung wurde unter neoadjuvanter und adjuvanter Therapie der Hamo-
globinwert fiir die Einschatzung der Erythrozytenzahl, die Leukozytenzahl und die Throm-
bozytenzahl erfasst und nach CTCAE 4.03 eingeteilt (siehe Anhang S. 84). Gleichzeitig wurde
unter der neoadjuvanten CTCAE-Dokumentation der Nadir, der niedrigste Wert von Erythro-
zyten, Leukozyten und Thrombozyten wahrend der gesamten Radiochemotherapie fest-

gehalten.

2.5.3 Toxizitat im Verlauf der Therapiezyklen

Die CTCAE-Dokumentation fir Organ- und Hamatotoxizitdt wurde unter der neoadjuvanten
Therapie wochentlich und jede zweite Woche bis zur kompletten Remission der Akut-
toxizitdten untersucht und dokumentiert. Fiir die Analysen wurde der héchste gemessene
Grad an aufgetretener Toxizitdt verwendet.

Unter der adjuvanten Chemotherapie wurden die Patienten zu Beginn jedes Zyklus tber das

Auftreten von Toxizitat befragt und ihr aktuelles Befinden dokumentiert.

2.6 Statistische Analysen

Alle statistischen Analysen wurden in Kooperation mit Prof. Dr. Tim Beissbarth und Dr.
Stephan Lorenzen, Institut fir Medizinische Statistik der UMG (Leiter Univ.-Prof. Dr. Tim
Friede) durchgefiihrt. Bei der Erstellung der Graphiken und fiir die statistischen Berech-
nungen wurde das Statistikprogramm ,,R“ (URL http://www.r-project.org, Version 2.15.1)
verwendet (R Development Core Team).

Die statistischen Korrelationsanalysen wurden mit dem Kendalls-Tau-Rangkorrelations-
Koeffizienten berechnet und auf Signifikanz untersucht. Diese Korrelationsanalyse diente der
Uberpriifung des statistischen Zusammenhangs zweier Merkmale (Kendall 1938). Das
Signifikanzniveau aller Analysen wurde mit p < 0,05 festgesetzt.

Um alle AUC-Messwerte eines Patienten miteinander Ubersichtlich und vergleichbar dar-
zustellen, wurden “Jittered scatter plots “ (http://www.inside-

r..org/packages/cran/car/docs/scatterplot) mit dem Statistikprogramm ,, R erstellt.
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Als Gesamt-AUC-Wert fir einen Patienten wurde bei Vorhandensein von mehr als einem
Messwert unter Therapie der Mittelwert aller gemessenen AUC-Werte gebildet. Bei Vorlie-
gen von mehr als zwei Messwerten wurden jeweils der groRte und der kleinste 5-FU-AUC-
Messwert vor Ermittlung des Mittelwertes entfernt und aus den anderen Werten der
Mittelwert gebildet.

Zur einfachen Visualisierung der neoadjuvanten Therapieregime wurden Symbole (Kreuz=5-
FU-mono; Kreis=5-FU+Oxaliplatin) eingefiihrt. Fir die adjuvant ermittelten AUC-Werte
wurden ausschliellich Kreise benutzt. Je mehr Messwerte (n=1-9) zu einem Patienten
vorlagen, umso grofler wurde das Symbol abgebildet. Die Abbildung der 5-FU-AUC-Werte
erfolgte mit logarithmischer Skalierung. Der ,Cut-Off* fiir die gemessenen 5-FU-AUC-
Spiegels lag bei < 0 mg x h/l und > 100 mg x h/I. Fur die Tumorrespons-Analysen und die
einzelne Darstellung des neoadjuvanten 5-FU-mono-therapierten Patienten lag der ,,Cut-Off“
> 50 mg x h/I fur den 5-FU-AUC. Fir die adjuvanten Analysen wurden AUC-Werte < 20 mg x
h/l bericksichtigt.

Portproben, die wahrend der neoadjuvanten Therapiephase gewonnen wurden, wurden
aufgrund der grolRen Streuung der gemessenen AUC-Werte in den Berechnungen nicht

berlcksichtigt.
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden Blutplasmaspiegel von insgesamt 82 Patienten mit lokal
fortgeschrittenen Rektumkarzinomen unter multimodaler 5-FU-basierter Therapie in
kurativer Intention untersucht. Insgesamt erhielten 79 Patienten eine neoadjuvante Radio-
chemotherapie, bestehend aus einer Radiatio (mit 50,4 Gy) kombiniert mit 5-FU-mono oder
mit 5-FU+Oxaliplatin. Nach erfolgter Tumorresektion wurden alle Patienten mit einer
adjuvanten Chemotherapie behandelt. Zwei Patienten wurden aufgrund einer Tumor-
lokalisation im oberen Rektumdrittel priméar operiert und anschlieRend mit adjuvanter
Chemotherapie behandelt. Ein weiterer Patient wurde bei Vorliegen eines Zweittumors

analog der GAST-05-Studie therapiert.

3.1 Bestimmung der 5-FU-AUC-Blutspiegel

In den durchgefihrten Absorptionsmessungen des Nanopartikelimmunoassays wurden 5-
FU-Konzentrationen von 0,00021 ng/ml bis 95490,0 ng/ml gemessen. Abhdngig vom Mess-
wert unter der Infusionsdauer ergaben sich AUC-Blutplasmawerte bis zu 11458,8 mg x h/I
(siehe Kapitel 2.2.5).

Die Blutplasmaproben wurden durch eine Venenpunktion und nur in Ausnahmefallen aus
dem Port des Patienten gewonnen. Insgesamt wurden neoadjuvant 257 vendse Plasmapro-
ben und 111 Portproben ausgewertet. Unter der adjuvanten Therapiephase wurden 108
Venenproben und 40 Portproben gemessen (siehe Abbildung 17).

76 Blutproben sind doppelt als EDTA- und Heparin-Monovette abgenommen und ausgewer-
tet worden (siehe Abbildung 17). Zusatzlich wurden acht EDTA-Blutproben mit der
Stabilisatorlésung (SPE) versehen und parallel auch auf Eis gekiihlte EDTA-Blutproben fiir 5-

FU-Vergleichsmessungen entnommen (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: Flussdiagramm iiber die Herkunft der untersuchten Blutproben

Das Patientenschema bildet die gemessenen Blutproben aus Heparin- oder EDTA-Monovetten sowie
Venen (rot)- oder Port (schwarz)-Blutentnahmen in Bezug auf die verschiedenen Studien-
Therapieschemata ab. Die Abbildung ist durch den Autor dieser Arbeit selbst erstellt.

3.2 Die 5-FU-AUC-Spiegel des gesamten Patientenkollektivs

Unter der neoadjuvanten Therapiephase wurden 69,9 % (5-FU-mono) und 69,7 % (5-FU+0Ox.)
der Patientenproben venos entnommen und 30,1 % (5-FU-mono) sowie 30,2 % (5-FU+Ox.)
der Blutproben stammten aus Portentnahmen. Die Blutplasmaproben der adjuvanten
Therapiephase sind zu 66,4 % (5-FU-mono) und 100 % (FOLFOX) durch periphere Venen-
punktionen entnommen worden. Aus einem Port wurden 33,6 % der Blutentnahmen unter

der adjuvanten 5-FU-mono-Therapie gewonnen.
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Therapieregime Venose Blutproben/ Port-Blutproben/
in % in%

Neoadjuvant: 5-FU-mono n=114 /69,9 % n=49 /30,1 %
Neoadjuvant: 5-FU+Ox. n=143 /69,7 % n=62 /30,2 %
Neoadjuvant Gesamt: 368 Proben n=257 /69,8 % n=111/30,2%
Adjuvant: 5-FU-mono n=79 /66,4 % n=40/33,6%
Adjuvant: FOLFOX n=44 /100 % n=0/0%

Adjuvant Gesamt: 163 Proben n=123/75,5% n=40/24,5%

Tabelle 5: Prozentuale Verteilung der Blutentnahmen
Die Tabelle zeigt die prozentuale Verteilung der untersuchten Blutproben, aufgeteilt nach
Therapiephase, Chemotherapiekombination und Blutentnahmeorten.

In der neoadjuvanten Therapiephase hatten die meisten Blutproben (59 %) im Median 5-FU-
Blutplasmaspiegel unterhalb des angestrebten therapeutischen Bereiches von 20-30 mg x h/I

und nur 13 % der Proben lagen im Ziel-AUC-Bereich (siehe Abbildung 18).

neoadjuvante 5-FU-Blutplasmaproben

N=224

28%
B AUC<20mgxh/L

AUC > 30mg x h/L

AUC 20-30 mg x h/L

13%

Abbildung 18: Verteilung der neoadjuvant gemessenen AUC-Spiegel
Die Abbildung zeigt alle vends entnommenen und gemessenen 5-FU-Spiegel unter der
neoadjuvanten Radiochemotherapie.

Im Gegensatz dazu lagen mit wenigen Ausnahmen die AUC-Blutspiegel der 5-FU-mono-
EDTA-Proben (medianer AUC-Spiegel 39,6 mg x h/l) und der 5-FU+Ox.-Port-Proben
(medianer AUC-Spiegel 53,8 mg x h/l) Uber dem angestrebten 5-FU-AUC-Zielbereich.

Die mit 5-FU-mono-Infusion (39,6 mg x h/I) Gber fiinf Tage behandelten Patienten hatten
einen im Median vielfach hoheren 5-FU-Blutplasmaspiegel, als vergleichsweise die 5-FU+Ox.-
behandelten Patienten (0,1 mg x h/l), welche (ber sieben Tage eine Dauerinfusion

verabreicht bekamen (siehe Abbildung 19). Die gemessenen AUC-Blutplasmaspiegel aus
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Heparinmonovetten der unterschiedlichen Therapieregime wiesen beide dhnlich niedrige
AUC-Werte auf (HVB 7,01 mg x h/l und HVA 10,45 mg x h/l). Portproben zeigten insgesamt
die hochsten medianen 5-FU-Blutplasmaspiegel mit 53,8 mg x h/I. Auffallend war die sehr
groRe Streuung der Portproben mit maximalen AUC-Werten von 11458,8 mg x h/l. Aus
diesem Grund wurden die Portproben, die wahrend der neoadjuvanten Therapiephase

gewonnen wurden, in den anschliefRenden Berechnungen nicht mitbericksichtigt.

100 150
1 1

| 50
Il

AUC-Spiegel {mg x h/L)
Optimaler Zielbereich

0
1

EVA HVA EVB HVB HPA HPB

Blutprobenart

Abbildung 19: 5-FU-AUC-Blutplasmaspiegel der verschiedenen Blutplasmaproben in der

neoadjuvanten Therapiephase
Es wurden die 5-FU-AUC-Werte aller neoadjuvanten Blutproben, unterteilt nach Entnahmeort,

Monovettenart und Studienarm, dargestellt: H: Heparin-Monovetten, E: EDTA-Monovetten, V:
venodse Blutentnahme, P: Portentnahmen, A: 5-FU-mono- Therapie, B: 5-FU+Ox.-Therapieregime,

Griin: vendse Blutproben, Rot: Port-Blutproben.
Die unter der adjuvanten Therapie bestimmten AUC-Werte lagen mit 93 % groltenteils
unter dem therapeutischen AUC-Bereich (siehe Abbildung 20). Nur 5 % der Proben zeigten

AUC-Spiegel im Zielbereich unter der KOF-dosierten Therapie.

adjuvante 5-FU-Blutplasmaproben

N=59 2%
5%

B AUC< 20 mgx h/L

AUC>30mgx h/L

AUC 20-30 mg x h/L

Abbildung 20: Verteilung der adjuvant gemessenen AUC-Spiegel
Die Abbildung zeigt alle venés entnommenen und gemessenen 5-FU-Spiegel unter der adjuvanten

Chemotherapie.
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Die gemessenen 5-FU-Blutplasmawerte aus der adjuvanten Therapiephase unterschieden
sich hinsichtlich der Applikationsform des 5-FUs. Die AUC-Blutspiegel lagen nach 5-FU-
Bolusinfusion deutlich unterhalb des AUC-Zielbereiches mit einem medianen AUC-Spiegel
von 7 mg x h/l. Im Unterschied dazu hatten die untersuchten Blutproben unter der 48-h-5-
FU-Infusionspumpe je nach Monovettenart im Median Blutplasmaspiegel zwischen 14,1 mg
x h/l'und 17,1 mg x h/I. Diese AUC-Werte lagen nahe dem angestrebten Zielbereich (20-30
mg x h/l) fur die optimale 5-FU-Wirksamkeit. Die niedrigsten 5-FU-AUC-Spiegel hatten die
Portproben, die nach der Bolusinfusion abgenommen wurden (Median von 2,8 mg x h/I). Die
Streuung dieser Port-AUC-Werte war gering bei maximalen Werten von 13,1 mg x h/l und

wurden in die anschlieBenden Berechnungen mit einbezogen.
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Abbildung 21: 5-FU-AUC-Blutplasmaspiegel der verschiedenen Blutplasmaproben in der adjuvanten
Therapiephase

Die Abbildung zeigt die medianen AUC-Werte aller adjuvanten Blutproben unterteilt nach
Entnahmeort, Monovettenart, Probenstabilisierung und Studienarm. E: EDTA-Monovetten, H:
Heparin-Monovetten S: mit Stabilisator versetzten EDTA-Monovetten V: venése Blutentnahme, P:
Portentnahmen, A: 5-FU-mono-Therapie, B: FOLFOX-Therapieregime, Griin: vendse Blutproben, Rot:
Portprobe.

3.2.1 Korrelation der 5-FU-AUC-Blutplasmaspiegel aus Stabilisator-versetzten

EDTA-Monovetten mit den gekiihlten EDTA-Monovetten

Nach erfolgter Blutentnahme war die Stabilisierung des 5-FUs auf Eis durch die zwingend
notwendige konstante Aufrechterhaltung der Kihlkette fehleranfallig. Deshalb wurde der
von Saladax Biomedica angebotene Stabilisatortest ,,My5-FU-Sample Stabilizer Kit“, bei dem
die Blutprobe bei Raumtemperatur gelagert werden konnte getestet (siehe Kap. 2.2.2). Die
5-FU-Blutplasmaspiegel von adjuvanten Blutproben (n=8) aus den mit Stabilisator versetzten
EDTA-Monovetten und den zeitgleich entnommenen gekiihlten EDTA-5-FU-Plasmaproben

korrelierten stark (p=0,0007).
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n=7

AUC-Spiegel aus Stabilisatorproben {(mg x h/L}

p=0,0007

AUC-Spiegel aus geklihlten EDTA-Monovetten (mg x h/L)

Abbildung 22: Korrelation der gemessenen AUC-Werte von gekiihlten EDTA-Proben und mit
Stabilisator versetzten EDTA-Proben

Die 5-FU-AUC-Blutspiegel parallel enthommener mit Stabilisator versetzter EDTA-Monovetten (SPE)
sind gegeniber den gekihlten EDTA-Blutproben (PE) abgebildet. Die acht gemessenen AUC-Werte
der gekihlten EDTA-Monovetten und der mit dem Stabilisator versetzten EDTA-Monovetten
korrelierten stark (cor=0,9570863).

3.2.2 Korrelation der 5-FU-AUC-Blutplasmaspiegel von entnommenen EDTA-
mit den Heparin-Blutproben

Unter der adjuvanten Therapie wurden die Blutentnahmen (n=76) mit unterschiedlichen
Monovettenarten zeitgleich durchgefiihrt und miteinander verglichen (siehe Kap. 2.2.2). Die
5-FU-AUC-Spiegel der parallel entnommenen Heparin-Monovetten waren gegeniiber EDTA-

Blutproben signifikant vergleichbar (p= < 2.2e-16).

AUC-Spiegel aus Heparin-Monovetten {mg x h/L)

AUC-Spiegel aus EDTA-Monovette (mg x h/L)

Abbildung 23: Korrelation der gemessenen AUC-Werte von Heparin-Proben und EDTA-Proben
Die AUC-Spiegel von Blut, das in einer Heparinmonvette (PH) und in einer EDTA-Monovette (PE)
konserviert wurde, sind gegeneinander dargestellt (cor 0.8969663).
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3.3 Geschlechtsspezifische Analyse

Bei der geschlechterspezifischen Auswertung der neoadjuvant gemessenen 5-FU-AUC-

Spiegel fiel auf, dass Frauen héhere AUC-Spiegel erreichten als Manner.
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Abbildung 24: Geschlechtsspezifische Korrelation der 5-FU-AUC-Spiegel in der neoadjuvanten
Therapie

Die 5-FU-AUC-Werte sind nach Geschlecht (f= Frauen, m= Manner) aufgeteilt. (Legende siehe
Kap.2.6). Dabei zeigte sich eine signifikante negative Korrelation (tau=-0,022). Frauen zeigten hohere
AUC-Werte mit einem Median-Wert von 22,07 mg x h/l, wiéhrend Méanner einen Median-Wert von
12,85 mg x h/l hatten.

Deutlich wurde dies insbesondere bei Betrachtung der 5-FU-mono-Therapie (siehe
Abbildung 25) (p=0,00371). Wahrend 23 % der Manner einen AUC-Wert iber 26 AUC-Units
hatten, galt dies flir 72 % der Frauen unter Monotherapie. Dieses Phdnomen zeigte sich nicht

unter der 5-FU+Ox.-Therapie.
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Abbildung 25: Geschlechtsspezifische Korrelation der 5-FU-AUC-Spiegel unter neoadjuvanten
Chemotherapieregimen

Links: AUC-Werte unter 5-FU-mono (n=36) nach Geschlecht aufgeteilt. Rechts: AUC-Werte unter 5-
FU+Ox.-Therapie (n=34) nach Geschlecht dargestellt. Wahrend Frauen unter der 5-FU-mono-
Therapie signifikant héhere AUC-Blutspiegel, als die Madnner hatten (tau=-0,41), gab es unter der 5-
FU+Ox.-Therapie keine geschlechtsspezifische Korrelation im Patientenkollektiv (tau=-0,01).
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3.4 Altersspezifische Analyse

Das Alter der Patienten am OP-Tag lag zwischen 21 und 84 Jahren. Die Untersuchung vom
Patientenalter zum Therapiezeitpunkt und der gemessenen 5-FU-AUC-Spiegel unter der
neoadjuvanten Therapie zeigte keinen signifikanten Zusammenhang. Bei einem mittleren

Alter von 64 Jahren im Patientenkollektiv traten AUC-Spiegel zwischen 1- 100 mg x h/I auf.
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Abbildung 26: Altersspezifische Korrelation der 5-FU-AUC-Spiegel unter neoadjuvanten

Chemotherapieregimen
(Legende siehe Kap.2.6). Das Patientenalter lag zwischen 21 und 84 Jahren und korrelierte nicht mit

der Hohe der gemessenen 5-FU-Spiegel (tau=0,12).
3.5 Korrelation der 5-FU-AUC-Plasmaspiegel mit dem Body-Mass-Index

Der vor Therapiebeginn ermittelte Body-Mass-Index (BMI) lag zwischen 18,22 und 39,02. Der
BMI der Patienten und die neoadjuvant gemessenen AUC-Werte waren nicht voneinander
abhangig. In Abbildung 28 zeigte sich unter der 5-FU-mono-Therapie tendenziell eine umge-

kehrte Abhangigkeit zu der Hohe des 5-FU-Blutplasmaspiegels.
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Abbildung 27: Korrelation der 5-FU-AUC-Plasmaspiegel mit dem BMI der Patienten
(Legende siehe Kap.2.6). Die bei Therapiebeginn ermittelten BMI-Werte der Patienten korrelierten
nicht mit den gemessenen 5-FU-AUC-Werten (tau=-0,1).
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Abbildung 28: Korrelation der 5-FU-AUC-Plasmaspiegel mit dem BMI der Patienten unter den
beiden neoadjuvanten Chemotherapieregimen

In der linken Abbildung, in der ausschlielRlich der BMI des 5-FU-mono-Kolletivs dargestellt ist,
korrelierte der BMI der Patienten nicht mit der Hohe der AUC-Spiegel (tau=-0,16). Auch in der
rechten Abbildung 28 wird gezeigt, dass bei niedrigem BMI, der AUC-Wert des 5-FU tendenziell hher
war (tau=0,12).

Die verabreichte Chemotherapiedosis unter der neoadjuvanten Therapie von 5-FU und
Oxaliplatin ist in Abbildung 29 separat dargestellt. Bis auf eine Ausnahme wurde bei Patien-
ten ab einer KOF von 1,8 m? neoadjuvant und beziehungsweise 2,0 m? adjuvant ein

,Dosekapping” durchgefiihrt.
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Abbildung 29: Korrelation der kumulativen Gesamtdosis der beiden neoadjuvanten 5-FU-
Therapieregime mit der KOF der Patienten

Die Abbildung zeigt die verabreichte Gesamtdosis der Chemotherapie aufgeteilt nach den beiden
Regimen (links 5-FU-mono und rechts FOLFOX) und der Héhe des BMls der Patienten.

Bei einer KOF von mehr als 1,8 m2/2,0 m? wurde die Gesamtmaximaldosis von 18.000 mg 5-
FU bei Monotherapie und 14.400 mg 5-FU im 5-FU+Ox.-Regime verabreicht und die 5-FU-
Dosierung nicht mehr an die KOF des Patienten angepasst. Insgesamt hatten 70 % des
Patientenkollektivs eine KOF groRer 1,8 m?2/2,0m2. Finf Patienten unter 5-FU-mono-
Therapie und ein Patient unter der 5-FU+Ox.-Kombinationstherapie bekamen neoadjuvant

eine Dosisreduktion.
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Die KOF der Patienten war umgekehrt proportional zu den neoadjuvant gemessenen
Blutplasmaspiegeln (siehe Abbildung 30). Je kleiner die KOF unter der 5-FU-mono-Therapie
war, umso hohere AUC-Werte wurden gemessen (wie in Abbildung 31 dargestellt). Dieser

Zusammenhang liel8 sich flir die mit 5-FU+Ox. therapierten Patienten nicht zeigen.
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Abbildung 30: Korrelation der 5-FU-AUC-Werte mit der KOF des Patienten in der neoadjuvanten

Therapiephase
(Legende siehe Kap.2.6). Die 5-FU-AUC-Blutplasmawerte sind reziprok proportional mit der KOF der
Patienten. Mit zunehmender KOF werden niedrigere 5-FU-AUC-Blutplasmaspiegel gemessen.
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Abbildung 31: Korrelation der 5-FU-AUC-Werte mit der KOF der Patienten in der neoadjuvanten
Therapiephase aufgeteilt nach den unterschiedlichen 5-FU-Therapieregimen

Auffallend ist, dass die KOF signifikant unter 5-FU-mono-Gabe mit dem AUC-Wert invers korrelierte.
Unter FOLFOX-Therapie war die Korrelation zwischen KOF und AUC-Wert nicht signifikant.

In der neoadjuvanten Therapiephase unter der vielfach hoher dosierten 5-FU-mono-
Therapie korrelierten die KOF der Patienten mit den gemessenen 5-FU-AUC-Spiegeln
umgekehrt proportional. Bei Betrachtung der KOF des unter adjuvanter Therapie unter-
suchten Kollektivs (n=13) und der 5-FU-AUC-Spiegel zeigte sich kein Zusammenhang
(p=0,391).
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3.6 Analyse der 5-FU-AUC-Blutplasmawerte im zeitlichen Verlauf

Die gemessenen 5-FU-Plasmaspiegel jedes Patienten variierten um maximal 10 AUC-Units
Uber die Zyklustage der neoadjuvanten Radiochemotherapie. Unter der 5-FU-mono-Therapie
(siehe Abbildung 32) waren die AUC-Spiegel eines Patienten innerhalb des ersten (Woche 1)
und zweiten (Woche 5) Zyklus ahnlich und lieRen sich zwischen den beiden Chemothe-
rapiezyklen mit Abweichungen bis ca. 10 AUC-Units vergleichen. Ahnliche intraindividuelle
Schwankungen zeigten sich im 5-FU+Ox.-Patientenkollektiv (siehe Abbildung 33). Ein
Therapiezyklus dauerte je zwei Wochen (Woche 1+2 und Woche 4+5) und enthielt im
Normalfall drei Blutentnahmen. Innerhalb des ersten Zyklus war ein Anstieg des 5-FU-AUC-
Wertes tendenziell erkennbar. Gegen Ende der Infusion sanken die 5-FU-Spiegel ab.
Aufgrund dieser biologischen AUC-Schwankungen wurde aus den einzelnen Messwerten
eines Patienten Uber die Zyklen der Median gebildet, um die Messwerte mit den anderen

Patienten unter dem gesamten Therapieverlauf vergleichen zu kénnen.
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Abbildung 32: Darstellung der 5-FU-AUC-Blutplasmawerte liber die gesamte neoadjuvante 5-FU-
mono-Therapie

Jede Linie bildet die 5-FU-Messwerte eines Patienten Uber die gesamte Chemotherapie ab.
Portproben und AUC-Spiegel oberhalb 60 mg x h/l wurden nicht berucksichtigt. Die meisten
Patienten hatten Schwankungstendenzen im 5-FU-Blutplasmaspiegel um 10 mg x h/l wahrend der
gesamten Therapiedauer.
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Abbildung 33: Darstellung der 5-FU-AUC-Blutplasmawerte iiber die neoadjuvante 5-FU+Ox.-
Therapie

Die Farbverldufe der Linien, die jeweils einen Patienten darstellen, zeigten keine konstante
Entwicklung der 5-FU-Blutplasmaspiegel. Wahrend in der ersten Zyklushalfte tendenziell viele
Patienten AUC-Werte auf einem Niveau blieben, traten gegen Ende der Therapie AUC-Wert-
Schwankungen gréBer 10 mg x h/l auf. Uber die gesamte Therapiedauer zeigten die meisten
Patienten stabile 5-FU-Blutplasmawerte mit Schwankungen von 5-10 mg x h/I.

Unter der 5-tdgigen Bolusinfusion erfolgte die Blutentnahme immer mit Ende der Infusion.
Es zeigten sich starke 5-FU-Spiegel-Fluktuationen innerhalb der Zyklustage und innerhalb der
vier Zyklen (siehe Abbildung 34). Insgesamt lag die Mehrzahl der AUC-Werte unter der 5-FU-
mono-Therapie kleiner 10 mg x h/l. Im Gegensatz dazu waren die gemessenen 5-FU-AUC-
Spiegel unter der FOLFOX-Therapie, mit Blutabnahme zwei Stunden nach Pumpenbeginn mit
einer Ausnahme tber 10 mg x h/I (siehe Abbildung 35). Ein Patient, der iber die gesamten
acht Zyklen gemessen wurde, zeigte im zeitlichen Verlauf AUC-Spiegel auf einem konstanten

Niveau zwischen 14 und 21 mg x h/I.
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Abbildung 34: Darstellung der 5-FU-AUC-Blutplasmawerte liber die gesamte adjuvante 5-FU-mono-

Therapie
Es wurden die 5-FU-Blutplasmaspiegel von vier Patienten nach der taglichen Bolusinfusion gemessen.
Die Auswertung der Blutproben liber die gesamte Chemotherapiedauer konnte bei zwei der vier

41



Ergebnisse

Patienten durchgefiihrt werden. Ein Patient (blau) erhielt seine Therapie aufgrund von
Hamatotoxizitaten ab dem zweiten Zyklus um eine Woche verzogert. Es bestehen 5-FU-AUC-Wert-
Schwankungen groBer 10 mg x h/l innerhalb eines Zyklus und auch tber die Therapiezyklen. Stabile
Blutplasmaspiegel bestanden bei einem niedrigen AUC-Niveau.
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Abbildung 35: Darstellung der 5-FU-AUC-Blutplasmawerte wdhrend der adjuvanten FOLFOX-
Therapie

Die 5-FU-Plasmaspiegel eines Patienten (n=7) wurde Uber die insgesamt erhaltenen acht Zyklen
gemessen. Bei vier Patienten lagen maximal 5-FU-AUC-Spiegel von drei Therapiezyklen zum
Messzeitpunkt vor. Tendenziell stiegen die Blutplasmaspiegel der untersuchten Patienten mit einer
Ausnahme vom ersten auf den zweiten Zyklus an. Die Entwicklung der AUC-Spiegel in den
anschlieRenden Zyklen wurde nicht dargestellt. Von sechs Patienten konnten ausschlieRlich die
Blutproben der ersten Zyklen gemessen werden, da die adjuvante FOLFOX-Therapie zum
Messzeitpunkt noch nicht abgeschlossen war.

3.7 Abhangigkeit der Toxizitat von den 5-FU-AUC-Spiegeln

3.7.1 Hamatotoxizitat unter der neoadjuvanten Therapie

Die Nadir-Werte des Blutbildes wurden unter der neoadjuvanten Therapie erfasst und nach
den CTC-Kriterien eingeteilt (siehe Abbildung 36). Mit wenigen Ausnahmen zeigten die
Patienten einen Hamatotoxizitatsgrad O und 1. Zwei Patienten hatten eine Grad 3- und nur
ein Patient eine Grad 4-Toxizitat. Die 5-FU-Werte korrelierten mit dem Toxizitatsgrad (siehe

Abbildung 37).
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Abbildung 36: Korrelation der gesamten Hamatotoxizitit mit den 5-FU-AUC-Werten der
neoadjuvanten Therapie

(Legende siehe Kap. 2.6). Die 5-FU-AUC-Werte unter der 5-FU-basierten Chemotherapie waren
signifikant zur gemessenen Hamatotoxizitat.
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Abbildung 37: Korrelation der gesamten Hamatotoxizitdt unter neoadjuvanter Therapie aufgeteilt
in die beiden 5-FU-Therapieregime mit den 5-FU-AUC-Werten

Links: Positive Korrelation der hamatologischen Toxizitdit mit dem 5-FU-AUC-Wert unter
neoadjuvanter 5-FU-mono-Therapie (tau=0,34). Rechts: Korrelation der hdamatologischen Toxizitat
nach CTC unter neoadjuvanter FOLFOX-Therapie (tau=0,13).

Die Hohe des 5-FU-AUC wirkte sich nur gering auf den Hamoglobingehalt aus (siehe
Abbildung 38). So hatten nur acht Patienten eine Grad 2 Toxizitdt unter der Therapie. Der 5-
FU-Blutspiegel korrelierte nicht mit einem therapieassoziierten Hamoglobin-Abfall (Hb-

Abfall) (p=0,162).
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Abbildung 38: Korrelation des Himoglobin-Wertes mit dem 5-FU-AUC-Spiegel unter neoadjuvanter

Therapie
Die Abbildung zeigt den Einfluss des 5-FU-AUC-Wertes auf die Erythropoese klassifiziert nach dem

CTC-Score: CTC 0= Hb > 13,5g/L, CTC 1= Hb < 13,5-10,0 g/L, CTC 2= Hb < 10,0-8,0 g/L. (Legende
siehe Kap.2.6) (tau=0,13).

Das Auftreten von Grad 1 und Grad 2 Toxizitat unter den jeweiligen Therapieregimen zeigte
eine vergleichbare Haufigkeit. Unter der 5-FU-mono-Therapie gab es 13 und unter der 5-
FU+Ox.-Therapie 14 Patienten mit Grad 1 Hb-Toxizitat. Drei Patienten zeigten einen
zweitgradigen Hb-Abfall bei Monotherapie und 3 Patienten unter der kombinierten

zytostatischen Therapie.
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Abbildung 39: Korrelation des Himoglobin-Wertes mit dem 5-FU-AUC-Spiegel unter neoadjuvanter
5-FU-mono- und FOLFOX-Therapie

Links: Keine Korrelation des Himoglobin-Wertes mit dem 5-FU-AUC-Wert unter neoadjuvanter 5-FU-
mono-Therapie (tau= 0,25). Rechts: Keine Korrelation des Hdmoglobin-Wertes mit dem 5-FU-AUC-
Wert unter neoadjuvanter FOLFOX-Therapie (tau= 0,07).

Bei Betrachtung der einzelnen Blutwerte fiel auf, dass die Leukozyten (siehe Abbildung 40)
und Thrombozyten (siehe Abbildung 42) signifikant mit der Hohe des 5-FU-Blutplasmawertes

korrelierten. Es trat Leukozyten-Toxizitat Grad 1 (n=10), Grad 2 (n=6) und Grad 4 (n=1) auf.
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Uber die Hilfte der Patienten wiesen keinen pathologischen Leukozytenabfall unter der

neoadjuvanten Therapie auf.
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Abbildung 40: Korrelation der Leukozytenzahl mit dem 5-FU-AUC-Spiegel unter neoadjuvanter
Therapie

(Legende siehe Kap. 2.6). Die Abbildung zeigt den signifikanten Einfluss des 5-FU-AUC-Wertes auf die
Granulopoese klassifiziert nach dem CTC-Score: CTC 0= Leukozyten > 4.0-3.0 *1073/ul , CTC 1=
Leukozyten < 4.0-3.0 *1073/ul, CTC 2= Leukozyten < 3.0-2.0 *1073/ul, CTC 3= Leukozyten < 2.0-1.0
*1073/ul 3, CTC 4= Leukozyten < 1.0 ¥*1073/ul (tau=0,19).

Unter der neoadjuvanten 5-FU-mono-Therapie wurden im Median hohere AUC-Werte
gemessen (siehe Abbildung 41). Bei separater Betrachtung der beiden Therapieregime fiel
auf, dass sechs Patienten Grad 1-Toxizitdt und ein Patient Grad 4-Toxizitat unter der
Monotherapie hatten. Unter der Kombinationschemotherapie zeigten drei Patienten Grad 2-

und zwei Patienten Grad 3-Toxizitdt der Leukozyten.
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Abbildung 41: Korrelation der Leukozytenzahl mit dem 5-FU-AUC-Spiegel unter neoadjuvanter 5-
FU-mono- und 5-FU+Ox.-Therapie

Links: Korrelation der Leukozytenzahl mit dem 5-FU-AUC-Wert unter neoadjuvanter 5-FU-mono-
Therapie (tau=0,23). Rechts: Korrelation der Leukozytenzahl mit dem 5-FU-AUC-Wert unter
neoadjuvanter FOLFOX-Therapie (tau=0,1).
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Die Thrombozyten zeigten maximal einen Toxizitatsgrad 1 unter der Radiochemotherapie bei
einem Median von 39,83 mg x h/I (siehe Abbildung 43). Die Hohe der 5-FU-AUC-Spiegel ging

signifikant mit dem Auftreten einer Thrombozyten-Toxizitat einher (p=0,00392).
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Abbildung 42: Korrelation der Thrombozytenzahl mit dem 5-FU-AUC-Spiegel unter neoadjuvanter
Therapie

Die Abbildung zeigt den signifikanten Einfluss des 5-FU-AUC-Wertes auf die Megakaryopoese
klassifiziert nach dem CTC-Score: CTC 0= Thrombozyten > 150.0%*1073/ul, CTC 1= Thrombozyten <
150.0-75.0 *1073/ul. (Legende siehe Kap.2.6) (tau=0,21).

Unter der 5-FU-mono-Therapie korrelierte der therapieassoziierte Thrombozytenabfall mit
der Hohe der gemessenen 5-FU-Blutspiegel (p=0,0142). Die FOLFOX-Therapie verursachte

bei vier Patienten Grad 1-Toxizitat.
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Abbildung 43: Korrelation der Thrombozytenzahl mit dem 5-FU-AUC-Spiegel unter neoadjuvanter
5-FU-mono- und 5-FU+Ox.-Therapie

Links: Korrelation der Thrombozytenzahl mit dem 5-FU-AUC-Wert unter neoadjuvanter 5-FU-mono-
Therapie (tau=0,35). Rechts: Keine Korrelation der Thrombozytenzahl mit dem 5-FU-AUC-Wert unter
neoadjuvanter FOLFOX-Therapie (tau=0,04).
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3.7.2 Strahlentherapie-induzierte Organtoxizitat

Unter der konkomitanten Radiochemotherapie traten verschiedene Toxizitdtsgrade an
Organen auf.

Die meisten Patienten zeigten Proktitis-Symptome Grad 1, wobei drei Patienten schwere
Proktitiszeichen (Grad 3 oder 4) hatten. Gleichzeitig trat haufig die Grad 1-Zystitis unter der
Radiochemotherapie auf. Insgesamt entwickelten sechs Patienten eine héhergradige Zystitis
Grad 2 und 3. Ein Viertel der Patienten entwickelte leichte Diarrhoen, wahrend schwerer
Durchfall (Grad 3 und 4) nur selten vorkam. Bei sieben Patienten wurde vorriibergehend ein
Toxizitatsgrad 3 oder 4 klassifiziert. Eine starkere Dermatitis im Bestrahlungsfeld (> als Grad
2) trat nur selten auf, wahrend die Halfte der Patienten eine niedriggradige Strahlen-
dermatitis entwickelten.

Insgesamt korrelierte die Toxizitat der untersuchten Organsysteme nicht mit der Héhe der

gemessenen 5-AUC-Blutplasmaspiegel.
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Abbildung 44: Korrelation der Strahlentherapie-induzierten Organtoxizitdat mit dem 5-FU-AUC-
Spiegel unter neoadjuvanter Radiochemotherapie

Die Nebenwirkungen der Radiochemotherapie, klassifiziert nach dem CTC-Score, sind gegeniliber dem
5-AUC-Spiegel dargestellt (Legende siehe Kap.2.6).
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Abbildung 44a zeigt die Darmtoxizitdt gegeniliber den gemessenen AUC-Blutspiegeln (tau=0,02);
Abbildung 44b bildet die Proktitis unter neoadjuvanter Radiatio auf das Rektum gegeniiber den 5-
AUC-Spiegel ab (tau=0,02);

Abbildung 44c vergleicht die Nebenwirkungen der Radiochemotherapie auf das Urogenitalsystem mit
der Hohe der AUC-Werte (tau=-0,01);

Abbildung 44d stellt die Radiatio-Nebenwirkungen der Haut mit den 5-FU-AUC-Spiegeln dar (tau=--
0,04).

In der separaten Darstellung beider Therapieregime war die Darmtoxizitat mit Grad 2 und 3
bei drei Patienten und als Grad 4-Toxizitdat bei zwei Patienten unter der FOLFOX-Therapie
hoher, als unter der Monotherapie (finf Patienten Grad 2 und zwei Patienten eine Grad 3
Toxizitat). Mit gleicher Inzidenz von sechs Fallen traten eine Strahlenzystitis Grad 2 und Grad
3 Toxizitat auf. Eine strahleninduzierte Begleitproktitis trat bei fast allen Patienten (n=58)
auf. Dermatologische Toxizitat Grad 1 wiesen ein Drittel aller Patienten auf. Grad 2- und 3-

Toxizitat der Haut trat selten und fiir beide Therapieregime gleich haufig auf.

3.7.3 Hamatotoxizitdt unter der adjuvanten Therapie

Unter der adjuvanten Chemotherapie wurden ebenso die Blutbildveranderungen erfasst und
nach dem CTC-Score eingeteilt. Vier Patienten zeigten Grad 1 und finf eine Grad 2
Hamatotoxizitat unter der adjuvanten Chemotherapie, wobei diese nicht im Zusammenhang

mit der Hohe der 5-FU-AUC-Werte standen (siehe Abbildung 45).
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Abbildung 45: Korrelation der gesamten Hamatotoxizitdt mit den 5-FU-AUC-Werten der adjuvanten
Therapie
Die Abbildung zeigt den Einfluss des 5-FU-AUC-Wertes auf die peripheren Blutzellen. Die Auspragung
der Nebenwirkungen ist nach CTC-Score erfasst (sieche Anhang S.84). (Legende siehe Kap.2.6).
Abbildung 45a zeigt die gesamte Hamatotoxizitdt gegenliber der gemessenen AUC-Werte (tau=-
0,03); Abbildung 45b zeigt den Einfluss des 5-FU-AUC-Wertes auf die Erythrozytenzahl (tau=0,03);
Abbildung 45c zeigt den Einfluss des 5-FU-AUC-Wertes auf die Leukozytenzahl (tau=-0,03);
Abbildung 45d stellt den Einfluss des 5-FU-AUC-Wertes auf die Thrombozytenzahl dar (tau=0).

Der Hamoglobinwert sank bei fast allen Patienten im Verlauf der adjuvanten Chemotherapie
ab. Obwohl 50 % der Patienten eine Hb-Toxizitdt Grad 1 und 33 % eine Grad 2-Toxizitat
erhielten, zeigte sich keine Abhangigkeit zu der Hohe der 5-FU-AUC-Werte (p=0,922). Unter
der adjuvanten Chemotherapie fielen die Leukozyten ab, sodass es Grad 1- (n=3) und Grad 2-
(n=3) Toxizitdten gab. Die Leukozytenzahl stand nicht in Zusammenhang mit der Hohe des
AUC-Wertes (p=0,924). Die Thrombozyten sanken leicht unter der adjuvanten Therapie bis
auf maximal 75.000/*1073/ul (Grad 1) ab. Die Hohe des 5-FU-AUC-Wertes korrelierte nicht

mit dem Abfall der Thrombozyten (p=1).
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Die 5-FU-Blutplasmaproben korrelierten nicht mit den nach den CTC-Kriterien eingeteilten

Blutbildveranderungen unter der adjuvanten Chemotherapie.

3.7.4 Therapieassoziierte Organtoxizitat unter der adjuvanten Therapie

Die untersuchten Patienten hatten wahrend der adjuvanten Chemotherapie Beschwerden
an unterschiedlichen Organsystemen gezeigt, die nach dem CTC-Score dokumentiert wur-
den. Insgesamt sieben Patienten wurden nach dem FOLFOX-, und sechs Patienten nach den
5-FU-mono-Regimen behandelt. Im weiteren wurden die Beschwerden der Patienten beider
Regime zusammengefasst, um eine grolRere Patientenkohorte zu untersuchen. Nur bei
sieben Patienten (3 Patienten 5-FU-mono; 4 Patienten FOLFOX) konnte die Auskunft zu der
therapieassoziierten Toxizitat zum Auswertungszeitpunkt erfasst werden. Anderenfalls
waren die Patienten nicht nochmal vorstellig geworden.

Dermatologische Auswirkungen auf die Therapie in Form eines Hand-Ful3-Syndroms kamen
als Grad 1- und 2-Toxizitat sowie als leichtgradige Alopezie vor (siehe Abbildung 46). Die eine
Halfte der Patienten zeigten eine intermittierende Grad 1- und 2-Stomatitis sowie eine Grad
1 Mukositis (siehe Tabelle 6 und Tabelle 7). Neurotoxizitdt in Form einer leichten Polyneuro-
pathie wurde von vier Patienten beschrieben (siehe Tabelle 6 und Tabelle 7). Unter Aus-
nahme von einem Patienten, der unter schwerer Diarrhoe litt, traten ansonsten bei den
Patienten nur gering erhohte Stuhlfrequenzen von maximal 4 Stuhlgangen am Tag auf (siehe
Tabelle 6 und Tabelle 7). Zu leichtem Temperaturanstieg kam es selten nach der Chemothe-
rapieapplikation. Es wurde kein Anstieg der Nierenretentionsparameter, Geschmacksveran-

derungen sowie urogenitale und kardiologische Beschwerden verzeichnet.

Mukositis 4 3 - - - 048
medianer AUC-Wert 16,19 8,08 !
Haut 5 1 1 - - 018
medianer AUC-Wert 16,1 8,08 6,94 !
Darm (Colon) 4 1 - - 1 10
medianer AUC-Wert 14,5 7,12 20,76 !
Magen (Ubelkeit) 5 1 1 . = s
medianer AUC-Wert 12,91 8,08 16,11 !
Niere 7 - - - - na
medianer AUC-Wert 12,91
Neurotoxizitat 3 4 - - - 048
medianer AUC-Wert 19,47 10,50 !
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Herz 7 - na
medianer AUC-Wert 12,91
Fieber 6 1 - - - 032
medianer AUC-Wert 10,49 19,47 !
Haarausfall 4 3 - - - 048
medianer AUC-Wert 16,19 8,08 !
Geschmack 7 - - - - na
medianer AUC-Wert 12,91

Tabelle 6: Tabellarische Aufstellung der Organtoxizitat unter der adjuvanten Chemotherapie

Die Organmanifestationen der 5-FU-Toxizitat werden nach CTC-Score und Patientenzahl dargestellt.
Ergdanzend sind der mediane 5-FU-AUC-Wert und Korrelationen von 5-FU-Spiegel und Organtoxizitat
berechnet. Dabei bestand kein signifikanter Zusammenhang zwischen den 5-FU-Spiegel und dem
Toxizitatsgrad.

Mukositis 3 - - -
5-FU-mono 2
FOLFOX 1
Haut 1 1
5-FU-mono 1 1
FOLFOX 0 0
Darm (Colon) 1 1
5-FU-mono 1
FOLFOX 1 0
Magen (Ubelkeit) Stomatitis 1 1
5-FU-mono 1 )
FOLFOX 0 1
Neurotoxizitat 4
5-FU-mono 2 )
FOLFOX 2
Fieber 1
5-FU-mono
FOLFOX 1
Haarausfall 3
5-FU-mono 2
FOLFOX 1

Tabelle 7: Tabellarische Aufstellung der Organtoxizitit unter der adjuvanten Chemotherapie nach
Therapieregimen

Die Organmanifestationen der 5-FU-Toxizitdten werden nach CTC-Score, Patientenzahl und
Therapieregime aufgefihrt.
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Abbildung 46: Korrelation der Organtoxizitit mit den 5-FU-AUC-Spiegeln unter adjuvanter
Chemotherapie

Ringe symbolisieren die gemessenen AUC-Werte im gebildeten Mittelwert zusammengefasst unter
der adjuvanten Chemotherapie mit 5-FU-mono oder FOLFOX (n=7) (Legende siehe Kap.2.6).
Abbildung 46a zeigt die Hauttoxizitat gegenliber den AUC-Blutspiegeln (tau=-0,46);

Abbildung 46b bildet die Darmtoxizitdt gegeniiber den 5-AUC-Spiegel ab (tau=0);

Abbildung 46c¢ zeigt Stomatitis in Assoziation mit der Hohe der AUC-Werte auf (tau=0,07);

Abbildung 46d stellt die Neurotoxizitat in Bezug auf die 5-FU-AUC-Spiegel dar (tau=-0,25).

Die Organtoxizititen in Form von Diarrhden, Stomatitis, Neurotoxizitdit und Hand-FuRR-
Syndrom unter der adjuvanten Therapie zeigten keine Korrelation mit den gemessenen 5-

FU-AUC-Blutplasmaspiegeln.
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3.8 Korrelation der neoadjuvant gemessenen 5-FU-AUC-Spiegel mit
dem Tumorrespons

Die gemessenen 5-FU-Blutplasmaspiegel unter der neoadjuvanten Chemotherapie sollten
auch im Kontext der histopathologischen Aufarbeitung der Rektumresektate betrachtet
werden, um das Therapieansprechen in Abhangigkeit der erreichten 5-FU-Dosis beurteilen
zu konnen. Tabelle 8 fasst die Tumorresektate nach histologischer Beurteilung zusammen,
wobei alle Patienten nach onkologischen Prinzipien reseziert wurden und eine TME
erhielten. Nach der neoadjuvanten Radiochemotherapie konnte in 86 % der 5-FU-mono-
therapierten Patienten ein RO-Status erzielt werden. Jeweils bei zwei Patienten lag ein R1-
und R2-Status vor. Bei mit 5-FU+Ox.-vorbehandelten Patienten konnte in 96,5 % ein RO-
Resektionsstatus nach TME diagnostiziert werden. In einem Fall wurde unter der

Kombinationschemotherapie R1 reseziert (siehe Tabelle 8).

Patientenzahl (N=70**) 41 ‘ % 29 ‘ %
R-Status 0,46*
RO 37 90,0 28 96,5
R1 2 4,9 1 3,5
R2 2 4,9 0 -
(y)pTNM-Status
(y)pT-Status 0,22*
0 6 14,6 7 24,1
1 3 7,3 3 10,3
2 14 34,1 4 19,0
3 16 39,0 15 51,7
4 2 4,9 0 -
(y)pN-Status 0.42*
0 26 63,4 22 75,8
1 11 26,8 4 19,0
2 4 9,8 3 10,3
(y)pM-Status 0,55*
0 36 87,8 24 82,7
1 5 12,2 5 17,2
(y)pUlCC-Stadium 0,66*
0 6 14,6 6 20,7
| 10 24,4 6 20,7
] 7 17,1 6 20,7
] 14 34,1 6 20,7
v 4 9,8 5 17,2
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0 (keine Regression) 0 - 1 1,7
1(<25%) 6 14,6 0 -
2(<50%) 15 36,5 6 20,7
3(>50%) 12 29,3 15 51,7

4 (komplette Regr.) 8 19,5 7 24,1

Tabelle 8: Ubersicht iiber die klinikopathologischen Parameter der Patienten aufgeteilt nach
Therapieschema

Der R-Status, TNM-Status sowie der Tumorregressionsgrad (TRG) wurden histopathologisch erhoben.
Aufgrund von Auf- und Abrunden ergibt die Summe in % nicht zwingend 100 %. *p-Wert-Berechnung
mit Chi-Quadrat Test ** Zum Zeitpunkt der Auswertungen war noch keine Operation erfolgt (n=9
Patienten) und nicht neoadjuvant vorbehandelte Patienten wurden nicht berlcksichtigt (n=3
Patienten).

Postoperativ konnten bei 13 Patienten nach der neoadjuvanten Vorbehandlung histo-
pathologisch keine vitalen Tumoranteile (ypTO) mehr nachgewiesen werden. Sechs
Patienten, je drei 5-FU-mono- und drei 5-FU+Ox.-therapierte Patienten, zeigten eine
residuelle Tumorinfiltration, die auf die Lamina propria (ypT1l) begrenzt war. Eine
verbleibende Karzinomausbreitung bis in die Muscularis propria (ypT2) lag postoperativ bei
14 Patienten unter der Monotherapie und vier Patienten unter der neoadjuvanten
Kombinationschemotherapie vor. Nach neoadjuvanter Radiochemotherapie wiesen 16 5-FU-
mono- und 15 5-FU+Ox.-behandelte Patienten einen ypT3-Tumor im Resektat auf. Drei
Patienten zeigten trotz neoadjuvanter Vorbehandlung eine organilibergreifende Tumorin-
filtration (ypT4) direkt in andere Organe oder Umgebungsstrukturen (siehe Tabelle 8).

Die 5-FU-AUC-Spiegel von 70 Patienten unter der neoadjuvanten Radiochemotherapie

wurden auf das Korrelat des Tumoransprechens untersucht.
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Abbildung 47: Korrelation der neoadjuvant gemessenen 5-FU-AUC-Plasmaspiegel mit der
Tumorinfiltrationstiefe (ypT) der Patienten

(Legende siehe Kap.2.6). Korrelation der 5-FU-AUC-Werte mit der histopathologisch ermittelten
lokalen Tumortiefe (ypT) nach neoadjuvanter Therapie (tau=0,07).

Es zeigte sich keine Korrelation zwischen der histopathologischen Tumorinfiltrationstiefe aus

dem Tumorresektat und den neoadjuvant gemessenen 5-FU-Blutplasmaspiegeln.

Tumorfreie Lymphknoten zeigten postoperativ 26 Patienten nach neoadjuvanter 5-FU-
mono-Therapie (60,4 %) und 22 Patienten (61 %) nach neoadjuvanter Kombinationstherapie
und bildeten damit mehr als 60 % des untersuchten Patientenkollektivs ab. Es konnte bei elf
5-FU-mono-therapierten Patienten und nur bei vier 5-FU+Ox.-Behandelten ein ypN1-Status
ermittelt werden. Insgesamt zeigten nur sieben der 82 untersuchten Patienten noch mehr

als drei positive Lymphknoten (ypN2) auf (siehe Tabelle 8).

0: 5-FU+0X. (n=34)
+: 5-FU-mono (n=36) p=0,748

T 5 5
g L
2| & 6 A
Al
£
E‘jn' 5—_|_ J;h__
2N
ypN

Abbildung 48: Korrelation der neoadjuvant gemessenen 5-FU-AUC-Plasmaspiegel mit dem
Lymphknotenstatus (ypN) der Patienten

(Legende siehe Kap.2.6). Korrelation der 5-FU-AUC-Werte mit dem histopathologisch ermittelten
Lymphknotenstatus (ypN) nach der neoadjuvanten Therapie (tau=0,03).
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Es bestand kein statistisch signifikantes Korrelat zwischen dem AUC-Wert und dem klinisch

determinierten und pathologischen diagnostizierten postoperativen Nodalstatus.

Eine Fernmetastasierung zum Operationszeitpunkt konnte bei allen primar operierten und
bei allen 36 5-FU-mono-behandelten (100 %) und 24 5-FU+Ox.-therapierten Patienten (71 %)
ausgeschlossen werden. Jeweils finf Patienten beider vorbehandelter Patientengruppen (5-
FU-mono: 14 %; 5-FU+0x.:15 %) hatten eine zuvor okkulte hepatische oder pulmonale

Metastasierung zum Zeitpunkt der Tumorresektion (M1) (siehe Tabelle 8).
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Abbildung 49: Korrelation der neoadjuvant gemessenen 5-FU-AUC-Plasmaspiegel mit dem
Metastasierungsverhalten der Patienten

(Legende siehe Kap.2.6). Dargestellt ist die Korrelation der 5-FU-AUC-Werte mit dem klinisch
gesicherten Metastasierungsstatus des Patienten nach der Operation (tau=-0,02).

Das Vorliegen einer Metastasierung korrelierte nicht mit der Hohe der gemessenen 5-FU-
Blutplasmaspiegel unter der neoadjuvanten Therapie.

Nach der neoadjuvanten Radiochemotherapie waren jeweils sechs Patienten (5-FU-mono:
16 %; 5-FU+0x.:17 %) beider neoadjuvanter Regime histopathologisch tumorfrei (ypUICC 0).
Ein ypUICC I-Stadium zeigten zehn Patienten nach 5-FU-mono- (28 %) und sechs nach 5-
FU+Ox.-Therapie (17 %). Zugleich wiesen zehn 5-FU-mono-therapierte (16 %) und sechs vor-
behandelte Patienten unter Kombinationschemotherapie (17 %) ein ypUICC II-Stadium auf.
Ein lokal fortgeschrittenes Tumorstadium ypUICC Il zeigten 14 5-FU-mono-vorbehandelte
Patienten (39 %) und sechs Patienten (17 %), die eine intensivierte Radiochemotherapie mit
5-FU+Ox. erhielten. Demgegeniiber zeigten jeweils vier (5-FU-mono:11 %) und flinf (5-
FU+Ox.:15 %) Patienten nach der Operation eine fortgeschrittene Erkrankung im Stadium

ypUICC IV (siehe Tabelle 8).
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Aus dem residuellen Tumorgewebe des Resektates wurde histopathologisch der
Tumorregressionsgrad (TRG) bestimmt. Eine histopathologisch bestatigte komplette
Tumorremission (TRG 4) zeigten insgesamt acht 5-FU-mono-therapierte Patienten (19,5 %)
und sieben intensiviert vorbehandelte Patienten (24,1 %). Uber die Hélfte der 5-FU+Ox.-
therapierten Patienten (n= 15) und zwolf 5-FU-mono-therapierte Patienten hatten eine
Regression des Tumorgewebes von mehr als 50 % (TRG 3). Eine Regression von weniger als
50 % (TRG 2) konnte bei 15 Patienten 5-FU-mono- und sechs intensiviert vorbehandelten
Patienten festgestellt werden. Sechs Patienten zeigten einen Riickgang von Tumorgewebe
nach der Radiochemotherapie um weniger als 25 % (TRG 1) unter der Monotherapie. Unter
der mit 5-FU+Ox.-intensivierten Radiochemotherapie war in einem Fall gar keine Tumor-

regression (TRG 0) erkennbar (siehe Tabelle 8).
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Abbildung 50: Korrelation der neoadjuvant gemessenen 5-FU-AUC-Plasmaspiegel mit dem TRG
nach primérer neoadjuvanter Radiochemotherapie

(Legende siehe Kap.2.6). Die Abbildung zeigt den TRG nach neoadjuvanter Radiochemotherapie in
Zusammenhang mit den prdoperativ gemessenen 5-FU-AUC-Blutplasmaspiegeln (tau=0,11).

Der histopathologisch gesicherte TRG zeigte keine signifikante Korrelation mit den praope-

rativ gemessenen 5-FU-Blutplasmaspiegeln.
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3.9 Das Operationsverfahren

Patientenzahl (N=70) ** 41 [ % [ 29 | % |
Operationsverfahren 0,92*

TARR 29 70,1 20 69,0

APE 10 24,4 8 27,6

andere 2 4,9 1 3,4
Hohenlokalisation d. Tumors 0,32*

unteres Rektumdrittel 14 34,1 14 48,3

mittleres Rektumdrittel 27 65,8 13 44,8

oberes Rektumdrittel 2 4,9 2 6,9

Tabelle 9: Ubersicht iiber das Operationsverfahren und die jeweiligen Hohenlokalisationen des
Karzinoms

Bei allen drei Behandlungsgruppen stellte die am haufigsten angewendete OP-Technik die TARR dar.
Uber die Halfte aller Rektumkarzinome (57,3 %, n=47) zeigten eine Lokalisation im mittleren
Rektumdrittel. *p-Wert-Berechnung mit Chi-Quadrat Test ** weitere 9 Patienten waren zum
Auswertungszeitpunkt noch nicht operiert und primar operierte Patienten wurden nicht
bericksichtigt (n=3 Patienten).

Bei allen Patienten erfolgte die totale Entfernung des Tumorgewebes in kurativer Intention.
Dabei stellte die TARR mittels TME bei allen untersuchten Patienten das haufigste
Operationsverfahren dar. Insgesamt wurde bei 29 5-FU-mono-vorbehandelten (70,1 %) und
20 5-FU+Ox.-therapierten Patienten (69 %) diese Operationstechnik durchgefiihrt. Mittels
abdominoperinealer Rektumexstirpation (APR) wurden zehn Patienten nach 5-FU-mono-
Therapie (24,4 %) und acht nach 5-FU+Ox.-Vorbehandlung (27,6 %) operiert. Bei drei
Patienten wurde eine alternative Diskontinuitatsresektion mit TME wie zum Beispiel einer

Diskontinuitatsoperation nach Hartmann durchgefihrt.

3.10 Das krankheitsfreie Uberleben in Abhingigkeit der erzielten 5-FU-
Spiegel in der multimodalen Therapie des Rektumkarzinoms

Nach Abschluss der adjuvanten Therapie begann der Nachsorgezeitraum ein halbes Jahr
nach Therapieabschluss. Insgesamt lagen uns Nachsorgedaten von allen Patienten bis zum

Zeitpunkt der statistischen Auswertung im Januar 2014 vor.
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Wiéhrend der Radiochemotherapie verstarb ein Patient an nicht tumorbedingten Ursachen
und ein Patient nach der Operation. An Folgen der Tumorerkrankung verstarben elf Patien-
ten im Zeitraum nach Abschluss der adjuvanten Therapie.

Das DFS war signifikant langer bei Patienten, die nach der neoadjuvanten Radio-
chemotherapie als Therapieresponder (TRG 4 und TRG 3, NO) angesprochen hatten, im
Unterschied zu den Patienten, die nur einen sehr geringen bis gar keinen Tumorregress (TRG

0 und TRG 1) zeigten (p= 0,00356).
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Abbildung 51: TRG mit DFS

Disease free survival (DFS) gruppiert nach TRG: Nonresp = TRG 0 und TRG 1, Intermediate = TRG 2
und TRG 3 N+, Resp = TRG 3 N-, TRG 4 (Chisq=11.3 on 2 degrees of freedom).

Die Patientenzahl, die operiert wurde (und initial noch nicht operiert war), hat sich durch den
spateren Auswertungszeitraum um sechs Patienten erhoht.

Bei Betrachtung der Tumorrespons nach der neoadjuvanten Therapie im Hinblick auf das
cancer specific survival (CSS), hatten die ,Responder” (TRG 4 und TRG 3, NO) das langste
Uberleben. Demgegeniiber zeigten die ,Nonresponder (TRG 0 und TRG 1) ein deutlich

kiirzeres Tumor-spezifisches Uberleben (p=0,233).
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Abbildung 52: CSS nach TRG

Die Abbildung zeigt das cancer specific survival (CSS) aufgeteilt nach TRG: Nonresp = TRG 0 und TRG
1, Intermediate = TRG 2 und TRG 3 N+, Resp = TRG 3 N-, TRG 4 (Chisq= 2.9 on 2 degrees of
freedom).

Die Patientenzahl, die operiert wurde (und initial noch nicht operiert war), hat sich durch den
spateren Auswertungszeitraum um sechs Patienten erhoht.

Nach Abschluss der adjuvanten Therapie traten im Nachbeobachtungszeitraum bis Januar
2014 bei zwei Patienten, die mit 5-FU-mono behandelt wurden, bei zwei Patienten, die sich
einer intensivierten Radiochemotherapie unterzogen und einem primar adjuvant
behandelten Patienten, ein Lokalrezidiv auf. Eine Fernmetastasierung wurde im Verlauf bei
14 Patienten erfasst. Am haufigsten fanden sich Tumorabsiedlungen mit Kombination einer
pulmonalen und hepatischen Metastasierung. Unter dem neoadjuvanten Kombinationsre-
gime entwickelten neun Patienten (28 %) eine Fernmetastasierung. Finf Patienten nach der
neoadjuvanten 5-FU-mono-Therapie (14 %) zeigten im Nachbeobachtungszeitraum eine

Fernmetastasierung in umliegende Organe.
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4 Diskussion

4.1 5-FU-Blutplasmaspiegel

4.1.1 Der therapeutische AUC-Bereich

Fir die 5-FU-Blutplasmaspiegelmessungen ist der AUC-Wert der pharmakokinetische
Parameter, der in vorangegangenen Arbeiten (Kaldate et al. 2012; Gamelin 2007b; Gamelin
und Boisdron-Celle 1998; Milano et al. 2005; Hillcoat et al. 1978) fiir die Einschatzung von
Therapieeffizienz und Toxizitat unter einer 5-FU-Therapie benutzt wurde. Der AUC-Ziel-
bereich wurde fir ein longitudinales pharmakokinetisches Monitoring mit 20-30 AUC-Units
unabhangig von Tumortyp und der Behandlungsstrategie etabliert (Kaldate et al. 2012;
Gamelin 2007b; Gamelin und Boisdron-Celle 1998; Milano et al. 2005; Hillcoat et al. 1978).
Das empfohlene therapeutische Fenster schiitzt vor Veranderungen, die einerseits schwere
und lebensbedrohliche Toxizitat fir einige Individuen z.B. mit DPD-Defizit auslésen konnen,
und andererseits vor reduzierter antitumoraler Wirksamkeit bei Patienten, die eine starke 5-
FU-Clearance haben (Sparreboom 2005). Der bereits in der wissenschaftlichen Literatur
beschriebene und durch die Firma Saladax empfohlene AUC-Zielbereich stellt die Grundlage
fiir die vorliegenden Auswertungen und die Interpretation der Ergebnisse dar (Kaldate et al.
2012; Gamelin 2007b; Gamelin und Boisdron-Celle 1998; Milano et al. 2005; Hillcoat et al.
1978).

4.1.2 Analyse der Methodik

Aus methodischem Interesse wurden unter der neoadjuvanten Therapie sowohl peripher-
venose als auch Port- Blutentnahmen durchgefiihrt. Dabei fielen die entnommenen Portpro-
ben mit maximalen AUC-Werten von 11458,8 mg x h/I auf. Eine Erklarung fur die extremen
AusreiBer kénnen Konglomerate von 5-FU-Kristallen sein, die im Portsystem- oder im
zentralvendsen intrakorporalen Schlauchsystem haften bleiben. Bei Blutentnahme werden
diese aspiriert und erzeugen falsch hohe 5-FU-Spiegel in der Plasmaprobe. Aufgrund der
extrem hohen AUC-Werte und deren Inkonsistenz sind die Port-Entnahmewerte nicht
zuverlassig und wurden von der weiteren statistischen Analyse ausgeschlossen. Seither
werden an der UMG keine Port-Blutproben mehr fir die 5-FU-Spiegelbestimmung

entnommen. Zu dem gleichen Ergebnis, dass 5-FU-Blutplasmaspiegel sowohl aus Port-
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Blutentnahmen als auch Blutproben zentralvenoser Katheter nicht valide interpretierbar
sind, kamen auch andere Arbeitsgruppen, die 5-FU-AUC-Messungen beim metastasierten
KRK durchfiihrten (Kaldate et al. 2012).

Fir methodische Analysen wurden Blutproben sowohl in EDTA als auch in Heparin-
Monovetten abgenommen. In einer vergleichenden Untersuchung korrelierten die gemes-
senen 5-FU-Spiegel in EDTA- und Heparin-Monovetten signifikant (siehe Abbildung 23).
Schlussfolgernd aus diesen Ergebnissen sind beide Abnahme-Monovetten fiir das 5-FU-
Monitoring geeignet und stellen auch keine potentielle Ursache fiir fehlerhafte 5-FU-
Spiegelmessungen dar.

Dessen ungeachtet ist die addquate Asservation der Blutprobe von groBer Bedeutung.
Analysen von Beumer et al. (2007) hatten gezeigt, dass die Stabilitdt von 5-FU in Blutzellen
und Blutplasma bei 4°C gewahrleistet war, wahrend bei Raumtemperatur nach 72h der 5-FU-
Wert um mehr als 94 % des initial gemessenen 5-FU-Wertes abfiel. Es gibt zwei Moéglichkei-
ten den initialen 5-FU-Plasmaspiegel in der Patientenprobe durch die Inaktivierung der DPD
in-vitro aufrechtzuerhalten. Einerseits kann die DPD Uber die Kihlung der Blutprobe durch
Lagerung auf Eis und anderseits Giber das Hinzugeben des Glimeracil-Stabilisators inaktiviert
werden. In der Gegeniberstellung von mit Stabilisator-versetzten Proben und den gekiihlten
EDTA-Blutproben, stimmten die gemessenen AUC-Werte mit signifikanter Korrelation tber-
ein (siehe Abbildung 22). Beide Verfahren scheinen zu funktionieren, wobei sie unterschied-
lich aufwandig sind. Bei der Blutproben-Kihlung muss die Kiihlkette konstant aufrecht gehal-
ten werden und dementsprechend die Probenaufbereitung zeitnah stattfinden. Demgegen-
Uber kann die Blutprobe nach Hinzugabe des Stabilisators bis zu 24 Stunden bei
Raumtemperatur gelagert werden und wird zudem unter Raumtemperatur aufbereitet. Da-
mit ist der Glimeracilstabilisator das fiir die klinische Routinediagnostik praktikablere und
flexiblere Verfahren. Mit Erhalt dieser Ergebnisse wurden im seither in der Versuchsdurch-
fiihrung und in der klinischen Routine EDTA-Monovetten fiir die Blutentnahmen verwendet.
Diese sind ausschlieSlich mit dem Glimeracil-Stabilisator kompatibel sind.

Diese methodischen Vergleichsmessungen von verschiedenen Blutabnahme-Monovetten
und zwischen zwei unterschiedlichen Aufbewahrungsverfahren (siehe Abbildung 22),
demonstrieren, dass von Probenabnahme bis zur Probenasservierung sehr prazise gearbeitet

wurde.
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4.1.3 Interpretation der gemessenen AUC-Werte

Die 5-FU-AUC-Werte stammen aus vendsen peripheren Blutproben, unterschiedlichen Dosis-
regimen (neoadjuvant: 5-FU-mono, 5-FU+0x., adjuvant: 5-FU-mono, FOLFOX) und divergie-
ren in Applikationsform und -langen (Infusionspumpen a 24 h, 48 h, 5 Tage und 7 Tage,
Kurzinfusion). Im Folgenden wurden die Werte im Hinblick auf diese Unterschiede analysiert.
Die meisten gemessenen Blutproben unter der KOF-adaptierten neoadjuvanten
Radiochemotherapie und adjuvanten Chemotherapie zeigten AUC-Werte unterhalb des an-
gestrebten Zielbereiches von 20-30 AUC-Units (siehe Kapitel 3.6). Unter der neoadjuvanten
Radiochemotherapie mit der Kombinationstherapie 5-FU+Ox. sind mediane AUC-Werte
kleiner 10 AUC-Units gemessen worden. Die 5-FU-Dosis unter der neoadjuvanten Kombi-
nationstherapie ist mit 250 mg/kg/m?, im Vergleich zu der 5-FU-mono-Therapie, relativ
niedrig und erklart die niedrig gemessenen 5-FU-Spiegel. Ziel der intensivierten
neoadjuvanten Chemotherapie-Kombination ist die Steigerung der Radiosensitivitat der
Tumorzellen gegeniiber der konkordanten Radiatio. Die gemessenen 5-FU-Spiegel lagen im
Median bei 5-FU-AUC-Werten kleiner 20 mg x h/l, wahrend die gemessene Toxizitat gegen-
Uber der 5-FU-Monotherapie niedriger war. In den durchgefiihrten Analysen fiihrte die zeit-
gleiche Applikation von 5-FU mit einem anderen Chemotherapeutikum nicht zu einem frih-
zeitigen Auftreten von Toxizitat.

Dem gegenuiber zeigten sich unter der vierfach héher dosierten neoadjuvanten 5-FU-mono-
Chemotherapie hohere AUC-Spiegel mit medianen AUC-Werten grofRer 30 AUC-Units unter
dem 24-h-Infusionsregime. Seit der Umstellung auf eine 5-Tages-Infusionstherapie, unter
gleicher 5-FU-Dosierung, wurden im Median niedrigere AUC-Spiegel von 10,45 mg x h/| be-
stimmt (siehe Kap.2.2.1). Die AUC-Werte unter der 5-FU-mono-Therapie waren bei gleicher
Dosierung unter einer 24-h-Infusion hoher als unter einer 5-Tagesinfusion (siehe Abbildung
19). Diese Ergebnisse deuten an, dass die Infusionsdauer die Einstellung des Css und damit
auch die Hohe des AUCs beeinflusst. Moglicherweise flhrte eine langere Applikationsdauer
zu einem Css, der mit niedrigeren 5-FU-AUC-Spiegeln einhergeht. Andererseits konnte unter
dem 24-h-Infusionsregime der Applikationszeitraum von nur 24 Stunden fir das Ausbilden
eines Css zu kurz sein. Dabei sind ohne die Ausbildung des Css die AUC-Spiegel héher. Diese
Beobachtung stimmen mit den Arbeiten von Gamelin et al. (1999) liberein, die einen Anstieg

der Dosisintensitat des 5-FUs bei verlangerter Infusionsdauer nachweisen konnten.
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Die durchgefiihrten Analysen unter der neoadjuvanten Infusionspumpentherapie zeigten zu
unterschiedlichen Zeitpunkten innerhalb eines Zyklus und zwischen den beiden
Therapiezyklen Schwankungen der AUC-Werte um maximal 10 AUC-Units (siehe Abbildung
32; Abbildung 35). Interessanterweise kamen auch tber die Blutentnahmezeitpunkte inner-
halb eines Therapiezyklus gering-gradige AUC-Schwankungen vor. Eine mogliche Ursache
konnte sein, dass es bei der Einstellung des Css zu intraindividuellen Schwankungen von bis
zu 10 AUC-Units kommt, die sich tber den Nanopartikelimmunoassay monitoren lassen. Die
intraindividuellen Schwankungen lassen sich besser unter einer Infusionspumpe nach Ein-
stellung des Css wie unter einer 24-h-Infusion beurteilen. Ein weiterer Vorteil der Infusions-
pumpe liegt in dem messbaren Anstieg der Dosisintensitat des 5-FUs. Eine Spiegelbestim-
mung in der Mitte des Zyklus ist sinnvoll um sehr hohe AUC-Werte zu erfassen. Auf diese
Weise kdnnte man eine Uberdosierung friihzeitig zum Zeitpunkt des wahrscheinlich
maximalen AUC-Spiegels diagnostizieren und im weiteren Therapieverlauf Toxizitat
vermeiden.

Ahnliche Ergebnisse von inter- und intraindividueller Inkonsistenz von 5-FU-AUC-Werten
demonstrierten Saam et al. (2011), Gamelin et al. (2008) und Jodrell et al. (2001) in klinisch
durchgefiihrten Dosisanpassungsstudien im metastasierten Erkrankungsstadium. Kaldate et
al. (2012) zeigten in einer grofRen Studie (n=589), dass zu Beginn der 5-FU-Infusion die ge-
messenen AUC-Werte deutlich niedriger waren als im spateren Verlauf. Es wurde auf eine
breite pharmakokinetische Variabilitdt in der ersten Stunde nach Applikationsbeginn ge-
schlossen, da sich die niedrigsten AUC-Werte zu Beginn der Infusion zeigten (Kaldate et al.
2012). Des Weiteren wurde festgestellt, dass die 5-FU-Konzentrationen nicht vor 18h nach
Infusionsbeginn den Css erreichten (Kaldate et al. 2012).

Schlussfolgernd aus diesen Resultaten sollte ein moéglichst spater Blutentnahmezeitpunkt

gewdhlt werden, um den 5-FU-AUC sicher nach Ausbildung des Css messen zu kénnen.

AnschlieBend an die bisherigen Ergebnisse lagen auch die adjuvant gemessenen 5-FU-AUC-
Spiegel im suboptimalen therapeutischen Bereich. Wahrend die FOLFOX-Proben unter 48-h-
Infusion im Median zwischen 14,1 mg x h/l und 17,1 mg x h/l waren, zeigten die 5-FU-mono-
Therapie-Proben nach 5-FU-Bolusinfusion AUC-Werte kleiner 7 mg x h/l. Unter der
Bolustherapie sind starke 5-FU-Spiegel-Fluktuationen innerhalb der Zyklustage und innerhalb

der vier Zyklen (siehe Abbildung 34, Abbildung 35) gemessen worden. Offenbar kam es nicht
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zu einer Css-Ausbildung unter der 5-FU-Bolusgabe. Niedrige Messwerte konnten durch die
kurze Halbwertszeit von 10 bis 20 Minuten verursacht sein. Sehr hohe 5-FU-Spiegel konnten
Ausdruck einer hohen Medikamentenanflutung sein. Ein schneller 5-FU-Spiegelabfall kann
durch die kurze Halbwertszeit ausgelost worden sein.

Ahnlich zu den hier vorgestellten Ergebnissen stellten Gamelin et al. (2005) in einer
Toxizitatsstudie unter 5-FU-AUC-Spiegelmessung bei Patienten mit metastasiertem KRK fest,
dass eine 5-FU-Bolustherapie in-vivo 5-FU-Plasmaspiegelspitzen verursachte, die akut
Toxizitat ausldsen kann.

Mehrere Arbeitsgruppen konnten durch pharmakokinetische Analysen zeigen, dass die Ab-
baurate unter dem Infusionsregime viel hoher ist, als unter Bolusgabe von 5-FU (Milano et
al. 2005; Gamelin und Boisdron-Celle 1998).

AbschlieBend ist festzustellen, dass fiir die Erfassung der inkonstanten Kinetik die 5-FU-Blut-
plasmaspiegelbestimmung unter der Bolustherapie ungeeignet ist. Die Dauerinfusions-
therapie hingegen bietet durch die Ausbildung des Css (iber die Zeit eine gute Moglichkeit

die 5-FU-Spiegel zu bestimmen.

Die 5-FU-Messungen unter der adjuvanten FOLFOX-Therapie mittels 48-h-Pumpe zeigten
letztendlich die hochsten 5-FU-Spiegel von allen Therapieregimen. Die 5-FU-Dosis war mit
2400mg/m? am hochsten dosiert unter den untersuchten Therapieregimen. Im Hinblick auf
den Infusionsbeginn waren die AUC-Spiegel bei gleichem Abnahmezeitpunkt und gleicher
Dosierung auf einem konstanten AUC-Niveau miteinander vergleichbar. Allerdings ist die
Aussagekraft aufgrund der geringen Fallzahl (n=4) eingeschrankt. Moglicherweise sind
individuell gleichbleibende Medikamentenanflutung und auch konstante Metabolisierungs-
Mechanismen Griinde fir die konstanten Werte. Das Entnehmen der Blutprobe zu einem
festgesetzten Zeitpunkt in Bezug auf den Infusionsbeginn ist wichtig, um die gemessenen 5-
FU-AUC-Werte miteinander vergleichen und individuell wahrend der verschiedenen Zyklen
interpretieren zu kdnnen. Letztendlich gewahrleistet diese Applikationsform konstante AUC-
Spiegel und bietet sich zum gleichen Blutentnahmezeitpunkt fir eine Dosisanpassung nach

5-FU-Spiegelbestimmung an.

Unter der Pramisse, dass die 5-FU-AUC-Werte intra- und interindividuellen Schwankungen

unterliegen, ist der Immunoassay eine sinnvolle Moéglichkeit, die 5-FU-Werte eines Patienten
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zu monitoren, um eine Unterdosierung oder auch Uberdosierung zu erkennen. Hinsichtlich
des 5-FU-Spiegels beeinflussen Applikationsart, -dauer und die 5-FU-Dosierung die 5-FU-
AUC-Werte.

4.1.4 Analyse der Korperoberflache als Dosierungsgrundlage

Die KOF-Berechnung zur 5-FU-Dosierung basiert auf dem BMI des Patienten (siehe Kap.1.6)
und stellt den aktuellen Therapiestandard dar. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen
BMI und gemessenen neoadjuvanten 5-FU-AUC-Spiegeln wurde jedoch nicht gezeigt (siehe
Kap.3.5). Die Studienprotokolle der hier durchgefiihrten Therapieregime gaben ein
,Dosekapping” ab einer KOF von 1,8 m? neoadjuvant und gréRer einer KOF von 2,0 m?
adjuvant vor. Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit waren einerseits 70 % der
Patienten dem ,Dosekapping” unterlegen. In 64 % aller Patientenproben wurden anderer-
seits AUC-Spiegel (siehe Abbildung 18) unterhalb des therapeutischen Zielbereiches be-
stimmt. Offensichtlich ist die Dosis des 5-FUs unter dem ,Dosekapping” fiir einzelne
Individuen des untersuchten Patientenkollektivs zu niedrig gewesen und bildet nicht die
Dosis ab, die nach KFO fiir den Patienten geeignet ist.

Es scheint daher zwingend notwendig zu sein, die KOF-adaptierte Therapie ohne
,Dosekapping” durchzufihren, um die tatsachliche 5-FU-Dosis des Patienten adaptiert an die
KOF und den BMI zu erfassen.

Die 5-FU-Spiegelmessungen bei Patienten mit metastasiertem Rektumkarzinom durch
Gamelin et al. (1999) traten bei gleicher KOF-Dosierung groRe Unterschiede in der
systemischen Exposition auf. Unabhangig von der individuellen Variabilitdt unter der KOF-
Dosierung ist zu diskutieren, inwieweit die KOF-Formel, die individuellen Einflussfaktoren fiir
die KOF und Wirkung des 5-FUs eines Patienten aufgreift. Die Entwicklung der KOF-Formel
wurde anhand einer Population mit mittlerer KOF erstellt ohne Tumorpatienten,
Schwergewichtige oder Menschen mit Begleiterkrankungen zu bericksichtigen (Sparreboom
2005). Zugleich lag der BMI im Bevolkerungsdurchschnitt deutlich niedriger (Sparreboom
2005).

Ein weiterer Grund fir die individuell unterschiedlichen AUC-Werte kdénnte das
Patientenalter sein. Das mittlere Alter des Patientenkollektivs betragt 64 Jahre. Tendenziell
sind mit zunehmendem Patientenalter die 5-FU-AUC-Spiegel im Median hoher (siehe

Abbildung 26). Diese Ergebnisse wurden zuvor in anderen pharmakokinetischen Studien
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gezeigt und konstatierten dariiber hinaus eine sowohl hamatologisch als auch
organbezogene starkere ausgepragte Toxizitdat bei adlteren Patienten (Extermann 2007). In
Kap.4.2 werden diese Aspekte an den durchgefiihrten Analysen erértert.

Diese Resultate fordern ein Dosierungsverfahren, welches unabhangig von EinflussgrofRen
wie Begleiterkrankungen, Patientenalter, BMI und dem Metabolisierungsstatus (Genotyp der
DPD und TS) die individuelle optimale Dosis fiir den Patienten erfassen kann. Eine mogliche

Alternative dafiir stellt der Immunoassay mittels TDM dar.

4.1.5 Geschlechtsspezifische Analyse der AUC-Werte

Die geschlechtsspezifische Analyse der neoadjuvanten AUC-Spiegel zeigte, dass Frauen im
Median signifikant (p=0,0235) hohere 5-FU-Plasmaspiegel haben als Manner (siehe Kap. 3.3).
Unter der viermal héher dosierten 5-FU-mono-Therapie wird dieser Umstand noch deut-
licher (p=0,00371). Die durchgefiihrten Analysen stellten einen umgekehrt proportionalen
Zusammenhang unter der neoadjuvanten 5-FU-mono-Therapie zwischen KOF und 5-FU-
Spiegel (p=0,00383) fest. Frauen erhielten aufgrund kleinerer KorpergrofRe und einem
relativen geringeren Gewicht seltener ein “Dosekapping”. Mogliche Ursachen fir die
geschlechtsspezifischen AUC-Niveaus wurden in einer niedrigen Clearance-Kapazitat und
einer reduzierten Aktivitdt der Metabolisierungsenzyme DPD in mehreren Studien diskutiert
(Gamelin 2007b; Sloan et al. 2002). Wolff et al. (2011) stellten einen signifikanten
Zusammenhang zwischen Geschlecht und Toxizitat unter der Radiochemotherapie dar.
Frauen, die einen niedrigen BMI (22 m?/kg) hatten, zeigten in dieser retrospektiven Studie
das hochste Risiko flir eine akute Organtoxizitdt (Wolff et al. 2011). Der BMI hatte bei
mannlichen Patienten keinen Einfluss auf die beobachtete Toxizitat (Wolff et al. 2011).

Unseren Ergebnissen nach hatten Frauen deutlich héhere 5-FU-AUC-Spiegel, die teilweise im
Ziel-AUC-Bereich bei beiden neoadjuvanten Therapieregimen lagen. Inwieweit die Hohe des
5-FU-Blutspiegels mit der Toxizitat unter der Therapie korrelierte oder ob die Patientinnen

einen hoheren Tumorrespons erfuhren, sollte zuklinftig untersucht werden.
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4.2 Korrelation der 5-FU-AUC-Werte mit der Therapie-assoziierten

Toxizitat

4.2.1 Hamatotoxizitat

Wie aus Kap. 3.7.1 ersichtlich wird, stand unter der neoadjuvanten Radiochemotherapie das
Auftreten von Grad 1-und 2-Hamatotoxizitat im Vordergrund. Wahrend der 5-FU-AUC-Wert
nicht mit der Hohe des Hb-Wertes korrelierte, zeigte sich signifikant, dass Leukozyten- und
Thrombozytenabfall mit der Hohe des 5-FU-Blutspiegels oberhalb des AUC-Bereiches ein-
hergingen. In der hochdosierten 5-FU-mono-Therapie mit 1000 mg/m?/d war eine 5-FU-
Toxizitat signifikant in Form einer Leuko- und Thrombozytopenie (siehe Abbildung 40 bis
Abbildung 43) assoziiert. Im Median waren die AUC-Werte unter der 5-FU-mono-Therapie
unter der 24-h-Infusionspumpe bei 39,6 AUC-Units und damit tGiber dem angestrebten AUC-
Bereich. Vorausgehende Arbeiten von Findlay et al. zeigten, dass hohe 5-FU-Plasmaspiegel
mit einer hoheren Toxizitdt vergesellschaftet waren (Findlay et al. 2005). Damit stieg das
Risiko Therapie-assoziierter Toxizitdt zu entwickeln mit der H6he der AUC-Spiegel.
Problematisch war hierbei, dass der Chemotherapie-induzierte Abfall der Blutzellen im
Patientenblut erst Tage nach der Chemotherapie-Infusion sichtbar wurde. Die Arbeitsgruppe
von Saif stellte in einer klinischen 5-FU-AUC-Anpassungsstudie fest, dass eine passagere
Neutropenie die haufigste hamatologische Toxizitat beim metastasierten KRK war (Saif et al.
2009; Patel et al. 2013). Zukiinftig sollten Verfahren entwickelt werden, die die
Chemotherapie-assoziierte Toxizitat vor der klinischen Manifestation detektieren kénnen,
um das Risiko fur Begleitkomplikationen, wie zum Beispiel Infektionen oder Blutungen fiir
den Patienten zu minimieren. Der Immunoassay bietet eine Mdglichkeit zukiinftig die
Toxizitat vor der klinischen Manifestation unabhadngig von der Infusionsdauer und der
Dosierung zu erkennen.

In unseren Analysen gab es keinen signifikanten Zusammenhang zwischen den gemessenen
5-FU-AUCs unter dem FOLFOX-Regime und der beobachteten Hamatotoxizitdt (siehe
Abbildung 38-39 und Abbildung 42-43). Das geringere Auftreten von Toxizitat kénnte auf die
im Median gemessenen AUC-Werte von kleiner als 10 AUC-Units beruhen. Indessen ist der
isolierte Einfluss von 5-FU auf die Toxizitdt unter einer Kombinationstherapie schwierig zu

diskriminieren.
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Diese Messergebnisse fordern auf, einerseits eine Dosiserhohung von 5-FU in den Kombina-
tionsregimen unter AUC-Wert-Kontrollen durchzufiihren und andererseits gleichzeitig eine
Uberdosierung frithzeitig abzuwenden. Dabei ist es fraglich, inwieweit der Ziel-AUC-Bereich
durch die Kombinationschemotherapie verandert wird (siehe Kapitel 4.1.3) und ob dariber
hinaus Uber eine 5-FU-Dosisanpassung eine Effektivitatssteigerung unter der Kombinations-
therapie moglich ist. Dieser Zusammenhang sollte zukiinftig untersucht werden.

Unter den 13 adjuvant untersuchten Patienten trat vergleichsweise eine niedrige
Hamatotoxizitat auf gegeniiber den neoadjuvanten Regimen auf. In allen untersuchten
Fallen korrelierten die gemessene Toxizitat und die Hohe des 5-FU-Spiegels nicht (siehe
Kap.3.7.3). Bei den Analysen galt es zu bericksichtigen, dass das untersuchte Kollektiv
vergleichsweise klein war (n=13) und die meisten AUC-Spiegel unterhalb des Zielbereichs
lagen. In Zukunft sollte der Zusammenhang erneut unter den AUC-Werten im
therapeutischen Bereich und anhand einer grofReren Patientenzahl ausgewertet werden.
Diese Ergebnisse aus den verschiedenen Infusionstherapien und Dosierungsschemata
zeigten die Diversitat der AUC-Werte und des Auftretens von Toxizitat auf. Der Immunoassay
ermoglicht, die AUC-Spiegel unter der Therapie zu ermitteln. Darliber hinaus sollten konse-
guenterweise die AUC-Werte angepasst werden. Damit lieRe sich die Toxizitat frihzeitig

Uber eine Dosisreduktion vermeiden und zu niedrige Dosierungen zeitnah anpassen.

4.2.2 Strahlentherapie-induzierte Toxizitat

Die dokumentierte Organtoxizitdat unter der neoadjuvanten Radiochemotherapie zeigte kei-
nen signifikanten Zusammenhang mit den gemessenen 5-FU-Blutplasmaspiegeln. Dabei un-
terschied sich das Auftreten der Toxizitat nicht maRgeblich unter den beiden Regimen (siehe
Kap. 3.7.2). Die vorliegenden Ergebnisse lassen vermuten, dass keine 5-FU-assoziierte
Toxizitat vorlag, sondern die Strahlentherapie fiir die beschriebene Toxizitdt verantwortlich
war, da die meisten neoadjuvant gemessenen AUC-Spiegel unter dem therapeutischen
Bereich lagen. Interessanterweise waren die Grad 3- und 4-Diarrhoen doppelt so haufig
unter 5-FU+Ox. (61 %), wie unter der Monotherapie (38 %). Aufgrund der Tatsache, dass die
5-FU-Dosis unter der Kombinationstherapie viermal niedriger war, konnte die Oxaliplatin-
gabe oder die Radiatio Ursache fiir die Diarrhoen gewesen sein. Vorausgehende Unter-
suchungen zeigten, dass individuelle Einflussfaktoren wie Bestrahlungsvolumen, Operations-

art, Geschlecht und Therapiesequenz die Akuttoxizitdt unter der Radiochemotherapie be-
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einflussen (Rodel et al. 1997). Es ist somit von Bedeutung, diese EinflussgrofRen friihzeitig zu
erkennen, um die durch die multimodale Therapie induzierte individuelle Toxizitdat am Pati-
enten auch steuern zu kénnen.

Der 5-FU-Immunoassay bildet aktuell nicht unmittelbar die Organtoxizitat unter der Radio-
chemotherapie ab. Trotzdem bietet er die Moglichkeit die 5-FU-Dosis in den therapeutischen

Bereich mittels TDM anzupassen und damit die neoadjuvante Therapie zu optimieren.

4.2.3 Organtoxizitdt unter der adjuvanten Therapie

In den Analysen aus der adjuvanten Therapiephase wurden Organtoxizitaten Grad 1 und 2 in
Form von Hand-FulR-Syndrom, Alopezie und Neurotoxizitdt beobachtet. Die Halfte der
Patienten unter der FOLFOX-Therapie entwickelte eine Grad 1-Polyneuropathie, die
klassischerweise durch das Platinderivat Oxaliplatin verursacht wird (Monga und O’Connell
2006). Interessanterweise konnten Gamelin et al. in einer TDM-Studie von 5-FU unter dem
FOLFOX-Regime mit Hilfe von Kalzium- und Magnesiuminfusionen das Auftreten von Neuro-
toxizitat signifikant reduzieren (Gamelin et al. 2008a). In Zukunft kénnte durch den gezielten
oder prophylaktischen Zusatz von Magnesium und Kalzium-Infusionen das Auftreten einer
Polyneuropathie verringert werden.

Andere Organnebenwirkungen wie Diarrhoen, Mukositis und Stomatitis wurden in Form von
leichter gastrointestinaler Toxizitdt als Organtoxizitdt Grad 1 und 2 dokumentiert (siehe
Tabelle 7). Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten der ver-
schiedenen Toxizitaten und den beiden unterschiedlichen Therapieregimen gezeigt werden.
Ein Grund dafiir liegt moglicherweise in den niedrigen AUC-Spiegeln unterhalb des ange-
strebten therapeutischen Bereiches von 20-30 AUC Units unter der adjuvanten Therapie.
Dass ein Auftreten von Diarrhoen, Stomatitis und Hand-FuB-Syndrom mit einem hohen 5-FU-
AUC-Wert assoziiert ist, veranschaulichten Saif et al. in einer klinischen Dosisanpassungs-
studie beim metastasierten KRK (Saif et al. 2009).

Schlussfolgernd erkldaren die 5-FU-Spiegel unter der KOF-adaptierten Dosierung unter der
adjuvanten FOLFOX-Therapie das geringe Vorkommen von Organtoxizitat (siehe Kap. 4.1.4).
Im Gegensatz dazu standen die inkoharenten AUC-Werte, unter der 5-FU-mono-Bolus-
therapie, teilweise in direktem Zusammenhang mit dem Auftreten von Nebenwirkungen. Im
Einzelnen kénnten die sehr hohen 5-FU-Spiegel der Grund fiir aufgetretene Toxizitat sein.

Zwei unterschiedliche Studien zeigten, dass unter einer monatlichen 5-FU-Bolustherapie
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Grad 3-4 Toxizitaten von Neutropenie, Diarrhoe und Mukositis signifikant haufiger auftraten
(Gramont et al. 1997; The Meta-analysis group in cancer 1998). Wie in Kapitel 4.1.3
erldutert, ist die Pharmakokinetik unter den Bolusregimen fir die 5-FU-Spiegelmessungen
ungeeignet, sodass die Toxizitdat durch die Bolusinfusion nicht {ber die 5-FU-
Spiegelbestimmung erfasst werden kann.

AbschlieBend ist festzustellen, dass die gemessenen AUC-Werte im suboptimalen Bereich
lagen und sich nur geringfligige Toxizitat zeigte. In Zukunft sollte unter optimal eingestellten
AUC-Plasmaspiegeln die mit der Infusionstherapie-assoziierte Toxizitat an gréReren Patien-

tenkollektiven ermittelt werden.

4.2.4 Geschlechtsspezifische Toxizitat

In den vorliegenden Analysen hatten Frauen unter der neoadjuvanten Radiochemotherapie
signifikant hohere AUC-Werte, aber nicht mehr Toxizitdt als Manner (siehe Anhang). Diese
Ergebnisse demonstrieren die Dringlichkeit, 5-FU-Spiegel unter der Therapie zu bestimmen,
um das erhohte Risiko flr Toxizitdat des weiblichen Geschlechtes friihzeitig zu detektieren
und durch Dosisreduktion abwenden zu kénnen. In einer geschlechtsspezifischen Analyse
durch Chansky et al. (2005) zeigten Frauen eine ausgeprigtere Leukopenie, Ubelkeit und
Erbrechen, mehr Alopezie und schwerere Mukositis als Manner (Chansky et al. 2005).

Die Bedeutung des ,Dosekapping” ist in den geschlechtsspezifischen Analysen nicht
unerheblich, da insbesondere Ménner von einer KOF groBer 1,8m? bzw. 2,0m? in dem unter-
suchtem Patientenkollektiv betroffen waren (Kap. 4.1.4). Interessanterweise fihrten
verschiedene Studien vor, dass geriatrische Patienten und besonders dltere Frauen eine
reduzierte 5-FU-Plasmaclearance und damit ein héheres Risiko fiir Toxizitat haben (Gamelin
2007b). Moglicherweise stellte die Exkretionsrate neben der geschlechtsspezifischen Dosie-
rung einen Grund fiir die unterschiedlichen AUC-Spiegel dar.

Ergdnzend dazu zeigten Untersuchungen von Wolff et al. (2011), dass unter der neoad-
juvanten Radiochemotherapie hohere Akuttoxizitdtsleveln bei Frauen auftraten, die einen
niedrigen BMI hatten (Wolff et al. 2011). Darliber hinaus ging das geschlechtsspezifische
Vorkommen von Toxizitdit mit einem besseren Langzeitiiberleben der Frauen in der
CAO/ARO/AIO-94-Studie einher (Wolff et al. 2013).

Entscheidend aus klinisch therapeutischer Sicht ist jedoch, inwieweit Toxizitat mit moéglichen

direkten Therapiekonsequenzen (z.B. Transfusionen, Infekten, Wundheilungsstorungen)
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akzeptiert werden kdnnen, um langfristig prognostisch das OS und DFS zu erhéhen. Diese
Frage sollte geklart werden, wenn erstens, eine KOF-adaptierte 5-FU-Dosierung ohne
»Dosekapping” durchgefiihrt wird, um insbesondere den mannlichen Patienten keine zu
niedrige 5-FU-Dosis zu applizieren. Und zweitens, wenn durch TDM das individuelle Risiko
flir das Auftreten von Toxizitdt bei Frauen nach KOF-dosierter 5-FU-Gabe frihzeitig
identifiziert wurde.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen unter der neoadjuvanten Radiochemotherapie, konnte
unter der adjuvanten Therapiephase keine Korrelation zwischen dem AUC-Wert und dem
Auftreten von geschlechterspezifischer Toxizitdt aufgezeigt werden. Dabei gilt es zu berlck-
sichtigen, dass statistisch gesicherte Aussagen Uber das Untersuchungskollektiv aus der

adjuvanten Therapiephase mit 13 Patienten nicht moglich sind.

4.2.5 Applikation-bedingte Toxizitat

Die vorliegenden Ergebnisse stellten Unterschiede in den gemessenen 5-FU-Spiegeln
abhangig von der Applikationsart fest. In den durchgefiihrten Untersuchungen wurde nicht
mehr Toxizitdt unter der Bolustherapie gemessen als unter der Infusionstherapie (siehe
Tabelle 7).

Gleichzeitig ist seit langem bekannt, dass es unter der Bolusinfusion haufiger zum Auftreten
einer Myelosuppression kommen kann (Lokich et al. 1989; Schmiegel et al. 2013; The Meta-
analysis group in cancer 1998). Insbesondere nach dem Auftreten von 5-FU-Spiegel-Spitzen
flihrte eine hohe 5-FU-Konzentration im Knochenmark zu vermehrter Toxizitat (The Meta -
analysis group in cancer 1998 ; Gamelin et al. 2005). Diese Tatsachen konnten in den durch-
gefuhrten 5-FU-Spiegelmessungen unter der Bolusinfusion nicht bestatigt werden. Eine auf-
fallige Einschrankung der Proliferationskapazitat des Knochenmarks in Form einer
Leukopenie, Thrombozytopenie oder Anamie wurde nicht festgestellt. Wenngleich eine
spezifische Aussage zu Storungen der Hamatopoese nicht moglich war, da bei dem unter-
suchten Patientenkollektiv keine Knochenmarkspunktionen durchgefiihrt wurden.
Zusammenfassend ist festzustellen, dass die individuelle Pharmakokinetik und die Toxizitat
unter der 5-FU-Bolustherapie nur schwer zu erfassen sind. Aus klinischer Sicht resultiert die
Frage, inwieweit eine derart schlecht steuerbare Applikationsform in Zukunft eingesetzt

werden sollte.
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Es konnte gezeigt werden, dass der Immunoassay fiir AUC-Messungen unter einer protra-
hierten Infusionstherapie sehr geeignet ist. Wie in Kap. 4.1.3 diskutiert, beeinflusst die
Infusionsdauer die Einstellung des Css maRgeblich und ist darliber hinaus auch fiir das Auf-
treten von Toxizitat verantwortlich. Uber dem therapeutisch empfohlenen Bereich liegende
AUC-Spiegel, die fast ausschlieBlich unter der neoadjuvanten 24-h-5-FU-Infusionstherapie
auftraten, gingen mit vermehrter Hamatotoxizitat (siehe Kap. 4.2.1) und Organtoxizitat
(siehe Kap.4.2.3) einher. Die zuvor beschriebenen Ergebnisse aus den Dauerinfu-
sionsregimen (5-Tagespumpe und 7-Tagespumpe) wiesen insgesamt niedrige 5-FU-Spiegel
und wenig Toxizitdt auf, wobei auch hier die Himatotoxizitat fiihrend war (siehe Kap.3.7.1).
Inwiefern, ohne die KOF-gekappte Dosierung unter TDM mehr Toxizitat auftritt sollte im
nachsten Schritt untersucht werden.

Im Ubrigen stellten auch Gamelin et al. fest, dass unter der protrahierten Infusionstherapie
weniger Grad 3- und 4-Toxizitdten in Form einer asymptomatischen Grad 3 Neutropenie
oder Alopezie im Vergleich zum 5-FU-Bolusregimen auftraten (Gramont et al. 1997).
Erganzend dazu zeigte die Meta-Analysis-Group, dass hamatologische Nebenwirkungen nach
5-FU-Infusionstherapie seltener auftraten, wahrend das Hand-FuB-Syndrom dominierte (The
Meta-analysis group in cancer 1998). AbschlieRend wurde demonstriert, dass das Dauerinfu-
sionsregime durch weniger Toxizitat vertraglicher war als eine 5-FU-Bolustherapie. Letzend-
lich kann es unter jeglicher 5-FU-Therapie zum Auftreten von Toxizitdat kommen, die mithilfe
der 5-FU-AUC-Spiegelmessung friihzeitig detektiert werden sollte, um akute und letztlich

auch chronische Nebenwirkungen einer Chemotherapie flir den Patienten zu minimieren.

4.2.6 Bedeutung des therapeutischen Drugmonitoring fiir Toxizitat

Die durchgefiihrten Analysen zeigten auf, dass die AUC-Spiegel innerhalb eines Thera-
piezyklus, abhdngig von Applikationsart, Infusionsdauer und Dosierung variierten.
Dementsprechend ist, abgesehen von der Erfassung der individuellen AUC-Spiegel-
Schwankungen, eine Aussage zum Auftreten von Toxizitdat mit der 5-FU-Spiegelmessung
unter laufender Chemotherapie moglich.

Wie die durchgefiihrten Untersuchungen zeigten, erlaubt der Immunoassay 5-FU-Level unter
der laufenden Therapie zu ermitteln und ermdglicht dariiber hinaus die Dosisintensitat im
nachsten Zyklus zu optimieren. Insgesamt lagen die meisten 5-FU-AUC-Werte der

untersuchten neoadjuvanten und adjuvanten Patientenproben unterhalb des angestrebten
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therapeutischen AUC-Bereiches. Vorrangiges Ziel unter den 5-FU-Spiegelmessungen sollte
die Dosisanpassung mit Erreichen des Therapeutischen sein. Gleichzeitig stellt die Dosisan-
passung durch TDM eine sinnvolle Strategie zur Toxizitatsvermeidung dar.

Nicht zu vernachldssigen ist, dass gerade metastasierte Patienten mit der Reduktion von
Therapie-assoziierter Toxizitdat von besserer Lebensqualitadt profitieren (Chansky et al. 2005).
Inwieweit diese Ergebnisse auch fiir eine Dosisanpassung bei Patienten mit einem kurativen
Therapieziel zutrifft, sollte zeitnah in einer klinischen Studie unter 5-FU-TDM untersucht
werden.

TDM erfasst dariiber hinaus unerkannte genetische ,,Non- und High-Responder”, bevor es zu
einer unerwarteten, teilweise lebensbedrohlichen Toxizitat wie zum Beispiel KoronargefaRk-
spasmen oder schweren Knochenmarksdepressionen kommen kann (Gamelin et al. 2005).
Ohne aufwandige und teurere Genanalysen konnen betroffene Patienten vor schwerer
Toxizitat bewahrt werden. Resultierend aus den Ergebnissen dieser Arbeit ist der 5-FU-
Immunoassay mittlerweile in der Routinediagnostik der Universitatsmedizin in Gottingen

etabliert und steht der taglichen Analytik zur Verfiigung.

4.3 Zusammenhang zwischen den neoadjuvanten 5-FU-AUC-Spiegeln
und dem Tumorrespons

Das primdre Ziel der neoadjuvanten Radiochemotherapie ist die Induktion eines
Tumordownstagings (moglichst einer kompletten Tumorrgression), um sowohl das DFS wie
auch das OS der Patienten zu verbessern (Sauer et al. 2012). In der vorliegenden Arbeit wird
gezeigt, dass es unter der durchgeflihrten neoadjuvanten Radiochemotherapie zu einem
heterogenen Therapieansprechen kam, gemessen am Tumorregressionsgrad und dem histo-
pathologisch ermittelten residuellen Lymphknotenstatus. Bei separater Betrachtung der
beiden Chemotherapieregime fiel auf, dass unter dem neoadjuvanten 5-FU+Ox.-Regime der
initial diagnostizierte metastatische Lymphknotenbefall starker regredient war. Die 5-FU-
Messungen unter der 5-FU+Ox.-Kombinationstherapie ergaben im Median niedrigere 5-FU-
AUC-Werte als unter der 5-FU-mono-Therapie. Resultierend aus den Messergebnissen
scheint die Kombination von 5-FU und Oxaliplatin oder die alleinige Wirkung des
Platinderivates entscheidend fiir das Tumoransprechen und den Riickgang der Lymph-

knotenmetastasen zu sein.

74



Diskussion

Unsere Auswertungen zur Tumorregression unter Radiochemotherapie waren unter beiden
Therapieregimen vergleichbar, und es wurde zu 21,8 % eine pCR (pathological complete
remission) erreicht (siehe Tabelle 8). Dabei korrelierten der Grad der lokalen Tumor-
regression (TRG) und lymphogenen Metastasierung unseres Patientenkollektivs nicht mit der
Hohe der gemessenen AUC-Werte. Patienten, bei denen eine maximale Tumorrespons (TRG
4 oder TRG 3 NO) auftrat, hatten ein signifikant langeres DFS (siehe Abbildung 51). Basierend
auf dieser Tatsache sollten, bei einer pCR von 21,8 % zukiinftig Therapiestrategien ermittelt
werden, die die komplette Tumorregression-Rate erhohen. Eine Mdglichkeit ein  besseres
Therapieansprechen mit pCR zu erzielen, stellt das 5-FU-TDM mit der Anpassung der AUC-
Werte in den therapeutischen Bereich dar. Die pCR kdnnte hierbei ein Endpunkt fiir eine
klinische Studie zur 5-FU-Dosisanpassung sein. In einer Langzeitanalyse liber 132 Monate
von neoadjuvant therapierten Patienten aus dem CAO-94-Patientenkollektiv, konnten Fokas
et al. (2014) zeigen, dass das TRG bei gleicher Behandlung unterschiedliche prognostische
Gruppen in Bezug auf DFS und OS identifiziert (Fokas et al. 2014). Patienten, die eine pCR
(TRG4) erfuhren hatten eine signifikant geringere 10-Jahres-Inzidenz fiir Fernmetastasierung
(10,5 %) und DFS (89,5 %) gegeniiber den Patienten mit einer geringen Tumorregression
(TRG 0 und 1; Fernmetastasierung: 39,6 %; DFS: 63 %) (Fokas et al. 2014).

Das Gesamtiberleben der Patienten mit lokal fortgeschrittenem Rektumkarzinom wird
neben dem Auftreten eines lokoregionalen Tumorrezidivs vor allem von der Fernmetastasie-
rung bestimmt (Sauer et al. 2012). In den durchgefiihrten Analysen mit einer geringen
Patientenzahl konnte der Einfluss der 5-FU-Spiegel unter der adjuvanten Therapie auf die
Fernmetastasierungsrate nicht gezeigt werden. Allerdings ist anzumerken, dass der Nach-
beobachtungszeitraum flr alle Patienten unter drei Jahren lag und damit die Aussagekraft
dieser Auswertungen limitiert ist.

Die 5-FU-Blutplasmaspiegelanalysen von verschiedenen Arbeitsgruppen zeigten auf, dass
Patienten mit metastasiertem KRK ein verlangertes DFS und einen kompletten oder Teil-
Respons erzielten, wenn sie AUC-Werte im Grenzbereich mit 29 mg x h/l hatten (Gamelin
und Boisdron-Celle 1998; Di Paolo et al. 2008; Gamelin et al. 2005). Der Einfluss der 5-FU-
AUC-Spiegel scheint zumindest in der adjuvanten Therapiephase nicht unerheblich fur das
DFS zu sein. Bisher liegen mehrere Studien beim KRK in der metastasierten Situation vor, die
vielversprechende Ergebnisse in Bezug auf 5-FU-mono-TDM und ein signifikant verbessertes

DFS und CSS aufzeigten (Di Paolo et al. 2008; Gamelin und Boisdron-Celle 1998; Jodrell et al.
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2001). Dariiber hinaus fihrte TDM unter dem FOLFOX-IV-Regime zu einer Responsrate von
70 % und das progressionsfreie Uberleben im fortgeschrittenen Stadium stieg im Median auf
16 Monate an (Gamelin et al. 2008b). Folglich ist die friihzeitige Anpassung der 5-FU-AUC-
Spiegel auch in einem primar kurativen Therapiekonzept notwendig, um das bestmogliche
lokoregionare Therapieansprechen unter groRtmoglicher Vermeidung von sekundar auftre-
tenden Fernmetastasen zu erreichen.

Basierend auf diesen Ergebnissen, sollte in Zukunft untersucht werden, inwieweit eine opti-
mierte 5-FU-Therapie mittels TDM Auswirkungen auf das DFS beim lokal fortgeschrittenen

Rektumkarzinom hat.

4.4 Vor- und Nachteile des therapeutischen Drugmonitoring mit 5-FU in

aktuellen Therapiekonzepten

4.4.1 Vorteile des Therapeutischen Drugmonitorings von 5-FU

Mit der Entwicklung des Nanopartikelimmunoassay ist es gelungen, im Vergleich zu bisher
Ublichen Messmethoden wie HLPC und LC-MS/MS, ein praktikableres und kosteneffizientes
Verfahren fiir die individuelle Dosierung von 5-FU als Behandlungsstandard zu etablieren
(Bertino et al. 2007). Der Assay kann innerhalb einer Stunde bis zu 400 Tests mit minimalem
technischen Aufwand auf labormedizinischen Routineanalysegerdten auswerten und ist
deshalb auch in der klinischen Routinediagnostik einsetzbar. Zudem reichten fir die AUC-
Bestimmung 6 ul der Patientenprobe aus einer klinikiiblichen EDTA-Monovette aus, die
jederzeit nach Erreichen des Css unter der Dauerinfusionstherapie entnommen werden
kann. Sowohl fir den Patienten, als auch fiir den behandelnden Arzt sind die Blutgewinnung
und die Messanforderung in dem Routinelabor mit keiner neuartigen oder zeitaufwandigen
Prozedur verbunden. Dies ist ein bedeutender Aspekt, um einerseits das neuartige Verfahren
in den klinischen Alltag etablieren zu kénnen und um andererseits die Fehlerquote unter der
Probengewinnung gering zu halten.

Die Kreuzreaktionen der Nanopartikelantikorper mit dhnlich aufgebauten Strukturen wie
Abbauprodukten oder Bestandteilen von 5-FU sind nach den Herstellerangaben gering.
Bekannt waren < 0,1 % Kreuzreaktionen fir Dihydro-5-FU, 11,1 % fir Uracil, < 0,1 % fir
Thymidin, 0,026 % fir Tegafur (Prodrug von 5-FU) und < 0,01 % fiir Capecitabin (Salamone

et al. 2007; Beumer et al. 2009). Kreuzreaktionen der Antikdrper mit anderen Arzneimitteln
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lagen unter 1 % (Saladax Biomedical 2010; Saladax Biomedical 2011; Beumer et al. 2009).
Theophyllin stellte mit einer Kreuzreaktivitdit von 4,6 % eine Ausnahme dar (Saladax
Biomedical 2010; Saladax Biomedical 2011; Beumer et al. 2009). Damit ist die 5-FU-Spiegel-
bestimmung auch bei Patienten einsetzbar, die multimorbide sind und viele Medikamente
einnehmen mussen.

Von Vorteil ist, wie die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass der Immunoassay die
Auswirkungen der individuellen Pharmakokinetik Uber jeden Zyklus messen kann.
Gegenliber der herkdmmlichen Praxis, die 5-FU-Dosis nach KOF zu berechnen und bei der
klinischen Manifestation von Toxizitdt gegebenenfalls die Dosis anzupassen, bietet der
Immunoassay die Moglichkeit Risikopatienten, mit einem nicht determinierten DPD-Defizit
zu identifizieren und dies in der Therapiedosierung zu berlcksichtigen. Gleichzeitig werden
auch die Patienten erfasst, die unter normaler DPD-Aktivitdt nur reduziert 5-FU
metabolisieren, wie es zum Beispiel bei Frauen haufiger beobachtet wurde (Gamelin 2007b).
Zuklnftig konnen diese Patienten durch TDM individuell angepasst an die metabolischen
Kapazitaten fir 5-FU therapiert werden.

Bisherige Studien zum TDM bei Patienten mit metastasiertem KRK legten dar, dass einerseits
die 5-FU-assoziierte Toxizitdt gesenkt und durch AUC-Anpassung in den therapeutischen
Bereich das Gesamtiiberleben verlangert wurde (siehe Kap. 4.2.6). Hierdurch hatte der
neuartige Immunoassay auch Auswirkungen auf die Therapiekosten. Die Arbeitsgruppe von
Gamelin konnte zeigen, dass durch die Vermeidung von Toxizitat die Zahl der Krankenhaus-
aufenthalte, der unterstiitzenden Betreuung und der Behandlungspausen bei Patienten mit
einem UICC IV-Karzinom reduziert werden konnten (Gamelin 2007b). Gleichzeitig berech-
neten Saif et al. 2009, dass die Therapieausgaben unter einer TDM-basierten 5-FU-Therapie
bis zu 70 % niedriger waren. Hauptsachlich wurden das reduzierte Vorkommen von
Nebenwirkungen und die damit verbundenen geringeren Therapiekosten genannt (Capitain
et al. 2012).

Es stellt sich allerdings die Frage, inwieweit diese Kostenaufstellungen auch fiir das 5-FU-
TDM unter einer kurativen Therapie zu einer Kostenreduktion fiihren. Es ist anzunehmen,
dass in einem palliativen Erkrankungsstadium eher ein niedriger Karnofsky-Index vorkommt
und haufiger Komplikationen auftreten, die behandlungsbediirftig und damit kosten-

intensiver sind gegenliber einem primar kurativem Erkrankungsstadium.
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4.4.2 Nachteile des Therapeutischen Drugmonitorings von 5-FU

Grundsatzlich verursacht das TDM unter 5-FU-basierter Chemotherapie gegeniliber der
gebrauchlichen KOF-adaptierten 5-FU-Dosierung zusatzliche Personal-, Betriebs- und
Instandhaltungskosten. Es erfordert die Koordination fiir die Blutentnahmezeitpunkte und
zusatzliche Arbeit mit den Blutentnahmen und Probenanalysen. Die einzelnen Prozesse des
TDMs mit der Blutentnahme, der Laboranforderung, der Versendung der Probe und der
Probenaufarbeitung und Messung im Labor sind per se alltdagliche Routineabldaufe und
sollten deshalb nur einen unbedeutenden Mehraufwand fiir das betroffene Personal dar-
stellen.

Allerdings kann die Blutentnahme erst nach Erreichen des Css erfolgen, um aussagekraftige
AUC-Werte messen zu konnen. Alle Patienten, die die Dauerinfusionschemotherapie
ambulant Uber eine Baxterpumpe erhalten, missen bis zu der Blutentnahme in der Klinik
verbleiben. Das TDM setzt die Bereitschaft des Patienten voraus, langere Wartezeiten von
zwei Stunden auf sich zu nehmen. In der Abwagung, dass die Reduktion von Toxizitdt und die
individuelle Dosisanpassung durch TDM erzielt werden kdnnen, sollte die Wartezeit von zwei
Stunden fiir den Patienten vertretbar sein.

Die bisher durchgefiihrten Untersuchungen zu TDM von 5-FU schilderten die Schwierigkeit,
dass die Dosisanpassung in dem therapeutischen Bereich meistens (iber mehrere (ein bis
drei) Chemotherapiezyklen lief (Kaldate et al. 2012; Patel et al. 2013). Aktuell vergeht
verzichtbare Therapiezeit fiir die Optimierung der 5-FU-Dosierung. Es bedarf weiterer
Erfahrungswerte die Interpretation und Einstellung der AUC-Spiegel innerhalb eines Zyklus
mit Hilfe von Dosisanpassungstabellen vorzunehmen (Bertino et al. 2007). Je mehr Erfah-
rungswerte durch klinische Studien zu der Dosisanpassung gesammelt werden, umso besser
wird zukinftig die 5-FU-AUC-Einstellung realisierbar sein.

Dariber hinaus ist es von Bedeutung, die 5-FU-Dosisanpassung unter den etablierten Kom-
binationstherapien zu untersuchen. Die Arbeitsgruppe von Gamelin fiihrte TDM mit 5-FU in
Kombinationsregimen wie zum Beispiel FOLFOX und FOLFIRI durch und erzielte mit der 5-FU-
Dosisanpassung ein verbessertes Gesamtiberleben in der palliativen Situation (Gamelin et
al. 2008b). Zusatzlich fanden sie heraus, dass unter einem mit Oxaliplatin intensivierten 5-
FU-Regime unter TDM die Vertraglichkeit deutlich hoher war (Gamelin et al. 2008a). Ob die
Kombinationstherapie oder die individuelle 5-FU-Anpassung fir diese Ergebnisse ursachlich

waren, sollte in nachster Zeit untersucht werden. Basierend auf diesen Ergebnissen durch
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die Arbeitsgruppe von Gamelin kénnte durch TDM unter einem 5-FU-Kombinationsregime
die Therapie zusatzlich optimiert werden. Ob der therapeutische Zielbereich unter Kombina-
tionstherapie gleich dem der Monotherapie ist, sollte weiterhin klinisch getestet werden.
Unter TDM steigt der individuelle Bedarf an der 5-FU-Dosis gegenliber der KOF-dosierten
Chemotherapie (Sparreboom 2005). Diese Kosten, die Uber die Dosissteigerung entstehen,
konnen jedoch vernachlassigt werden, weil 5-FU eine sehr glinstige Chemotherapiesubstanz
ist. Insgesamt konnte die Reduzierung von Toxizitdat und erhéhter Tumorrespons durch eine
TDM-gefiihrte Therapie die Langzeit- und Folgekosten senken.

Der Immunoassay wird auf gangigen Laborgerdaten kompatibel eingesetzt. Es ist fraglich,
inwieweit jede Klinik flichendeckenden Zugang zu dem Immunoassay haben kann, um TDM
durchzufiihren. Ohne die 6rtliche Gegebenheit den Immunoassay einzusetzen, ist ein TDM
schwierig durchfiihrbar, da die Probenasservation deutlich erschwert und fehleranfalliger
wird.

AbschlieBend ist TDM in seiner Durchfiihrung aufwandiger und kostentrachtiger gegeniiber
der gebrauchlichen KOF-5-FU-Dosierung. Dennoch scheint es nach der aktuellen klinischen
Studienlage eine vielversprechende Option zur Verbesserung der 5-FU-Therapie darzustel-
len. Das 5-FU TDM bietet das Potential die lokale Tumorkontrolle unter der neoadjuvanten
Therapie zu erhéhen und die Fernmetastasierungsrate im Krankheitsverlauf zu reduzieren.
Damit kdnnte eine langfristige Therapiekostenreduktion dem Gesundheitssystem und der

Gesellschaft zugutekommen.

4.5 Schlussfolgerungen fiir die 5-FU-basierte Chemotherapie von
Patienten mit lokal fortgeschrittenem Rektumkarzinom

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Moglichkeit die 5-FU-Blutplasmaspiegel unter der 5-
FU-basierten Chemotherapie bei lokal fortgeschrittenem Rektumkarzinom zu messen.

Die Methodik des Nanopartikelimmunoassay stellt ein klinisch praktikables und methodisch
geeignetes Verfahren dar, um die individuelle 5-FU-Metabolisierung, unabhangig von indivi-
duellen EinflussgrolRen wie Geschlecht, Alter und DPD-Defizit bestimmen zu kdnnen. Die
AUC-Spiegelmessungen konnten methodisch einfach unter der Dauerinfusionstherapie, nach
der Ausbildung des Css, durchgefiihrt werden. Im Unterschied dazu waren die 5-FU-Plasma-
spiegelmessungen bei der adjuvanten 5-FU-mono-Bolustherapie aufgrund der Pharmakoki-

netik ungeeignet. Eine Verbesserungsmoglichkeit stellt die Umstellung von der Bolusinfusion
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auf eine 48-h-5-FU-mono-Infusionpumpe dar, unter der es durch die langere Infusionszeit
zur Css-Ausbildung kommt.

Die meisten untersuchten Patientenproben hatten unter der neoadjuvanten und adjuvanten
KOF-dosierten Zytostatikatherapie AUC-Spiegel unterhalb des therapeutischen Zielbereiches.
Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit ist, die Chemotherapie nicht nur nach den KOF-basierten
Protokollen zu dosieren, sondern Uber die 5-FU-AUC-Spiegelbestimmung zukiinftig die
individuelle Aktivitat des 5-FUs und die Toxizitat in jedem Zyklus zu messen und gegebenen-
falls anzupassen.

Gleichzeitig trat, resultierend aus den vielen gemessenen AUC-Spiegeln unterhalb des thera-
peutischen Zielbereiches, nur geringfligig Toxizitdt unter der Therapie auf. Lediglich unter
der neoadjuvanten 5-FU-mono-Therapie wurden hohe AUC-Spiegel und das Auftreten von
Hamatotoxizitdt beobachtet. Inwieweit nach AUC-Spiegelmessung und Dosisanpassung ver-
mehrt Toxizitat auftreten wird, sollte zuklnftig untersucht werden.

In Analogie zu den Toxizitdtsanalysen zeigte sich weder ein Zusammenhang zwischen den
neoadjuvant gemessenen AUC-Spiegeln und dem TRG, noch zwischen den adjuvant
erhobenen AUC-Werten und dem DFS. Bei den vornehmlich unterhalb des Ziel-AUC-
Bereiches liegenden AUC-Spiegeln ist kein Zusammenhang zu erwarten. In letzter Konse-
guenz sollten nach Dosisanpassung in den Zielbereich erneute Untersuchungen zu der neo-
adjuvanten Therapierespons und dem adjuvanten Therapieansprechen durchgefiihrt wer-
den.

AbschlieBend fordern die Ergebnisse der Arbeit, eine Dosisanpassung nach 5-FU-
Blutspiegelmessungen in einer klinischen Studie vorzunehmen. Der Stellenwert des Immuno-
assays sollte dabei in Hinblick auf die Reduzierung von Toxizitat und Erhohung des DFS lber
die Reduktion der Lokalrezidiv- und Fernmetastasierungsrate an einem Patientenkollektiv
mit primar kurativem Therapiekonzept untersucht werden. Die vorliegenden Daten zeigen
den groflen klinischen Nutzen einer 5-FU-Spiegelanpassung in Hinblick auf die
Individualisierung und Optimierung der aktuellen 5-FU-basierten Therapiekonzepte beim

Rektumkarzinom.
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5 Zusammenfassung

Die 5-FU-basierte, neoadjuvante Radiochemotherapie (RCT) gefolgt von qualitatskontrollier-
ter TME und adjuvanter Chemotherapie ist derzeit Standard bei lokal fortgeschrittenen
Adenokarzinomen (cUICC-Il und -Ill Stadien) der unteren und mittleren Rektumdrittel.
Basierend auf den exzellenten Langzeitergebnissen (z.B. 10-Jahres Lokalrezidivrate <7 %, CSS
und OS bei kompletter CRT-induzierter Regression >85 %) aus multizentrischen Phase-Il und
—IIl Studien der German Rectal Cancer Study Group steht derzeit sowohl die Optimierung
von Biomarker-assoziierten multimodalen Therapieregimen als auch die Entwicklung einer
an das individuelle Rezidiv-Risikoadaptierten Behandlung im Fokus der klinischen Forschung.
Dabei stellt das Pyrimidinanalogon 5-FU als bewadhrter Radiosensitizer weiterhin die
systemtherapeutische Grundlage auch innerhalb von Kombinationschemotherapien dar.
Obwohl die Dosis- und Applikationsform-/-dauer- abhangige Effektivitdt von 5-FU wie auch
das Nebenwirkungsprofil gut erforscht sind, fihrt die individuelle heterogene
Pharmakokinetik dieses Antimetaboliten 5-FU zum Teil zu sehr unterschiedlicher
Vertraglichkeit. Aus klinischer Erfahrung ist eine 5-FU-Chemotherapie mit Hilfe der Ublichen
Korperoberflaichen (KOF)-adaptierten Dosisberechnung nach DuBois nur unzureichend
dosierbar. Folglich wird die Etablierung eines in der klinischen Routine einfach nutzbaren
Verfahrens zur individuell angepassten 5-FU-Chemotherapie gefordert.

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, nach Etablierung des anerkannten Nanopar-
tikelimmunoassay My5-FU-Assay der Firma Saladax bei 82 Patienten mit einem cUICC-II/-III
Rektumkarzinom 5-FU-Blutplasmaspiegel unter neoadjuvanter und adjuvanter 5-FU-
basierter und KOF-adaptierter Multimodaltherapie zu messen. Zudem wurden die
Nebenwirkungen unter der applizierten Chemotherapie und die klinischen Daten der
Patienten im Langzeitverlauf dokumentiert. Die gemessenen 5-FU-AUC-Spiegel wurden mit
der unter der Systemtherapie auftretenden Hamatotoxizitdt und Organtoxizitat verglichen.
AuBerdem wurden die RCT-induzierte Tumorregression und das Therapieansprechen
(Auftreten von lokalen und fernmetastatischen Rezidiven) mit den gemessenen 5-FU-
Plasmaspiegeln korreliert.

Wiéhrend der neoadjuvanten und adjuvanten 5-FU-Dauerinfusionstherapie war es jederzeit
moglich, den AUC-Spiegel mittels Immunoassay zu bestimmen. Demgegeniber zeigte sich

unter einer adjuvanten 5-FU-Bolusinfusion kein steady state, sodass keine aussagekraftigen
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AUC-Spiegel gemessen werden konnten. Somit ist bei 5-FU-Bolus-Applikation ein 5-AUC-
Monitoring nicht moglich.

Ein weiteres wichtiges Ergebnis dieser Arbeit zeigte, dass die allgemein akzeptierte 5-FU-
KOF-Dosierung sowie ein in Therapiestudien haufig durchgefiihrtes ,,Dosekapping” bei 64 %
der Patienten zu 5-FU-AUC-Werten unterhalb des eigentlich angestrebten Zielbereiches
flihrten. Diese Tatsache erklart neben einer reduzierten Therapieeffizienz auch das relativ
geringe Auftreten von Hamato- und Organtoxizitdt unter den jeweiligen Therapieregimen.
Lediglich im Rahmen der neoadjuvanten 5-FU-mono-Therapie konnte ein signifikanter
Zusammenhang zwischen hohen AUC-Spiegeln und dem gehduftem Auftreten von
Hamatotoxizitat aufgezeigt werden (p=0,0118). In weiteren geschlechtsspezifischen
Analysen hatten Frauen hohere AUC-Spiegel als Manner (p=0,0235) und entwickelten
haufiger eine Hamatotoxizitat.

Diese Ergebnisse fordern die Durchfiihrung einer klinischen Studie mit einer Dosisanpassung,
unabhangig von einer KOF-adaptierten Dosierung und ,Dosekapping”, in der mit Hilfe von
Dosisanpassungstabellen die Dosismodifikation evaluiert und individuell das Auftreten von
Toxizitat und Therapieansprechen nach AUC-Anpassung analysiert werden kdnnen.

Die Analysen zur RCT-induzierten Tumorrespons konnten keinen signifikanten Zusammen-
hang zwischen den gemessenen 5-FU-AUC-Spiegeln, die grofitenteils unterhalb des Ziel-
bereiches lagen, und dem Tumorregressionsgrad abbilden (p=0,284). Allerdings korrelierte
eine komplette Tumorregression (TRG4 bzw. pCR) mit einem signifikant verlangerten DFS
(p=0,00356). Somit sollte in zukinftigen Studien unbedingt eine 5-FU-Dosisanpassung in den
AUC-Zielbereich stattfinden, um die Zahl der pCR (TRG 4 und TRG 3 mit ypN 0-Status) nach
der neoadjuvanten Therapie prognoserelevant zu steigern.

Methodisch stellte der Nanopartikelimmunoassay ein sehr geeignetes Verfahren dar, um die
individuellen 5-FU-AUC-Spiegel schnell, einfach und kostenglinstig zu messen. Basierend auf
den Ergebnissen der vorliegenden Dissertation erfolgte die Implementierung des
Nanopartikelimmunoassay in die klinische Routinediagnostik an der Universitatsmedizin
Gottingen und steht nun der taglichen Analytik zur Verfligung.

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten leisten somit einen wichtigen Beitrag: durch den
Einsatz des Immunoassays konnen die aktuellen Moglichkeiten der 5-FU—basierten Therapie
beim Rektumkarzinom Uber die Einstellung der biologischen individuellen 5-FU-Wirksamkeit

optimiert werden. Das therapeutische Drugmonitoring (TDM) fiir 5-FU kdnnte zukiinftig Gber
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eine individuelle Dosisoptimierung die pCR-rate und die Therapieeffizienz steigern und
gleichzeitig das Auftreten von Toxizitat senken. Somit stellt die 5-FU-Dosisoptimierung
mittels Nanopartikelimmunoassay eine klinisch relevante Methode dar, die Therapie des
lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom Rezidiv-Risikos zu verbessern und zu

individualisieren.
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6 Anhang

Behandlungsregime:

CAO/ARO/AIO-04:

Studienschema
KONTROLL-ARM:

Radiotheraple : I"" “l"l“" ”“I ”"Im O
28 x 1.8 Gy 504 Gy
Chemotherapie: P
5-Fluorouracil == g D g = = =2
1000 mg'm7d  d 1.5 d29-33 E
Dauerinfusion 5.FU: 500 ma/m?/d als Bolus iiber
1.+#5. RT-Woche _ 2-5min. (Tag 1.-5), Wiederholung
I ¥ t + ¥ A R Tag 29, insgesamt 4 Kurse
1 2 3 4 5 6
PRUF-ARM: T
Radiotherapie: Folinsaure 400mg/m’; [
; . L 3 o/m*; 2h-Infusion
N 28 X1.8 Gy wmwwwm 50.4 Gy I Oxaliplatin 100mg/m?; 2h-Infusion
Chemotherapie: 5-FU Infusion 2400 mg/m?; 46h-Infusion
5-Fluorouracil O
250 mg/md | 1 [ |
Dauerinfusion — d1-13 02235 el Iﬂﬂl| 5-F U-infusion tber 46 h_]
Oxaliplatin N
50 mg/m/d (j dt
gt d& = 422 al3 Wiederholung d 15; insgesamt 8 Kurse

r T T T

1 2 3 4 5 6

Die CAO/ARO/AIO-04-Studie verglich die neoadjuvante und adjuvante
Standardradiochemotherapie (5-FU-mono als Radiosensitizer, Kontrollarm) mit einer intensi-
vierten Radiochemotherapie (50,4 Gy mit 5-FU +Ox sowie postoperativ 5-FU, LV und Ox,
Priifarm) mit dem primaren Endpunkt das 3-Jahres DFS zu verbessern. In beiden
Studienarmen erhielten die Patienten in der neoadjuvanten Therapiephase eine Bestrahlung
des kleinen Beckens mit einer kumulativen Dosis von 50,4 Gray aufgeteilt in 28 Fraktionen.
In der adjuvanten Phase basierte die 5-FU-mono-Therapie auf 500 mg/m? 5-FU als Bolusgabe
Uber funf Tage in vier Zyklen (alle vier Wochen) oder alternativ auf LV, Ox i.v. und einer an-
schlieBenden 5-FU-Dauerinfusion mit einer Dosierung von 2400 mg/m? verabreicht tiber 48
h per Pumpe (acht Mal alle 15 Tage).

Ethikvotum: 07_2006 (Bearbeitungs-Nr. der EK der Medizinischen Fakultat Uni Erlangen)
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GAST-05:
CAOQAIOIARO04 Trial beim cUICC-HAN Rektumkarzinom
(-12 cm ab anocutan)

KONTROLL-ARM:

ot |14 I LA A ) sove| ©
Chematherapis: FI'

o & =*|c|=*o o o o

g imd = i
1+6. mnm nn_n  on n__n :::urr-ll?ﬂlu 1-El]rmlgr:r
I R Tag 28, Incgecamt 4 Furss
1 2 3 4 &5 &
EXPERIMENTELLER ARM: H
—— T Follnc3urs 450mgim*; Zhnfucion

28 x 18 Oy 5o.4 Oy =
e (D o] | | S Smemiiioey
B-Florourazil

250 mgimtid [ ] [ ] G o

Dauerinfusion 9 114 423 i —( x | 3FU-nfusion dber 46 h

ol | | N M T

LR G R SR Wiedarholang d 16; Incgecamt & Kurce
1 2 31 a4 &5 &

Die Patienten erhielten LV, Ox. und anschlieBend eine 5-FU-Dauerinfusion mit einer
Dosierung von 2400 mg/m? verabreicht tGber 48 h per Pumpe. Dieser Zyklus wurde acht Mal

alle 15 Tage wiederholt.

TransValid-A:

TransValid-KFO179/GRCSG-Studie-A

Blut-/ Blut-/
Blutproben
Gewebeproben Gewebeproben P
-@ ﬂ Chemotherapie 5 Tage ﬂ-
(3 Wiederholungen)
Chemotherapie 5 Tage (1 Wiederholung) =

Bestrahlung taglich (5 Tage/Woche) c oder -

] Chemotherapie2 T &

5 Wochen - emotherapie 2 Tage o

Ulu ulu uul ulu ulu lu Therapie frei E ﬁ;::;::;i (2 Wiederholungen) g

o

= o =) B ) 2

|

U T N
Woche 1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Standardbehandlung

Basierend auf den Ergebnissen der CAO/ARO/AIO-04-Studie werden in den TransValid-

Studien A und B (translationale Validierungsstudien) verschiedene Biomarker validiert.
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Das Kollektiv der TransValid-A-Studie (n=200 Patienten) wird analog der CAO/ARO/AIO-04-

Studie mit dem Kontrollarm 5-FU-mono behandelt.
Ethikvotum: TransValid-A: 15/7/11 (EK der Medizinischen Fakultat Uni Géttingen)

TransValid-B:

TransValid-KFO0179/GRCSG-Studie-B

Blut-/Gewebe- Blut-/Gewebe- Blut-/Gewebe- Blut-
proben proben proben

2 : 7
V V

Strahlentherapie (Pfeile): 28x1.8 Gy (504 Gy) Chemotheraple:

Folins3ure: 400 mgim?, 2h-civ g

|| ”l” ||||| “ || || ul Oxaliplatin: 100 mgim?, 2h-civ Cl

5-FU: 2400 mgim?, 46h-civ i

Wiederholung: Tag 15 und 30 -

3 Wochen o

i l I I Thetaple 4 Wochen ) g

Chemotheraple (Balken): A g P 2

S-FU: 250 mgim?, civ Tag 1-14, 2235 o —) = %

Oxaliplatin: 50 mgim?, Tag 1.8, 22,29 =
I 1 | 1 | 1 I I 1 1 I 1 I I 1 I I I 1 1 |

Woche 1 2 3 4 § § T 8 9 W W N 13K 15 18 77198 19 20 2

Phase-1/11-Studie

In der TransValid-B-Studie (n=50 Patienten) erhalten die Patienten zundchst die neoad-
juvante intensivierte Radiochemotherapie mit 5-FU+Ox. (konkomitant 5-FU und Oxaliplatin)
und 50,4 Gy Bestrahlung liber 6 Wochen und darauffolgend praoperativ 3 weitere Zyklen 5-
FU+Ox.+LV. Der Zeitraum bis zur Tumorresektion verlangerte sich fiir diese Studienpatienten
um sechs Wochen gegeniiber dem derzeitigen Therapiestandard. Die TransValid-B-Studie ist
eine ,feasibility study”. Nach Evaluation der Tauglichkeitspriifung soll aus dieser die geplante
nachste CAO/ARO/AIO-12- Studie der GRCSG resultieren. Ihr Konzept wird sein, die intensi-
vierte Radiochemotherapie mit drei Zyklen 5-FU+Ox.-Chemotherapie nach der Radiochemo-
therapie mit dem Konzept einer Induktionschemotherapie (drei Zyklen 5-FU+Ox., gefolgt von
intensivierter Radiochemotherapie und OP) gegeniiberzustellen. Die Therapie wird in diesem
Studiendesign durch die onkologische Tumorresektion abgeschlossen. Sekundarer Endpunkt
dieser Studie wird auch die Toxizitat unter Chemotherapie sein.

Ethikvotum: TransValid-B: 23/10/11 (EK der Medizinischen Fakultat der Uni Gottingen)
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CTCAE-Score fiir Organtoxizitat:

Adverse Event Grad 0 Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4 Grad 5
lebensbedrohliche
. . starke Schmerzen, .
.1 keine Symp- asymptomatisch oder moderate Schmerzen, . .. Konsequenz, drin- | --------
Stomatitis . . s . medikamentdse .
tome milde Symptome leichte Diat induziert . gende Intervention | --------
Therapie .
indiziert
lebensbedrohliche
. . . . starke Schmerzen, ;
gastrointestinale keine Symp- asymptomatisch oder moderate Schmerzen, - Konsequenz, drin-
e 1 . L . medizinische . Tod
Mukositis tome milde Symptome medizinische Intervention . gende Intervention
Intervention .
indiziert
konfluierende
E ithgﬁﬁf :Len (>50 tiefe Ulzera,
geringes Erythem: Epila- feuchte Epitheliolysen P ¥ . Hamorrhagien,
. . o %) mit
. L2 keine Symp- tion, trockene Desquama- (<50 %) mit maRigem - Nekrose,
Radiodermatitis . . 3 v ausgepragtem . . Tod
tome tion, reduzierte Odem und maRigem . chirurgische
. . . Odem und A
Schweillsekretion Erythem, lokale Therapie . Intervention
ausgepragtem S
. . indiziert
Erythem, intensive
lokale Therapie
schwere
L schmerzhafte schmerzhafte
. minimale .. -
Hand-Fuss- keine .. Hautveranderungen Hautveranderungen | | -
2 Hautveranderungen oder . A O ——
Syndrom Symptome s (Blasen, Blaschen, (Blasen, Blaschen, | | me-
Dermatitis . e
Odeme, Hyperkeratose) Odeme,
Hyperkeratose)
- . . lebensbedrohliche
Dysurie, mafSige starke Dysurie, !
. . . . o Konsequenz,
.2 keine Dysurie, geringe Schmerzen, i.v.-Medikation und .
Dysurie S . . dringende Tod
Symptome Schmerzen Orale Medikation evtl. intervention .
s AT Intervention
indiziert indiziert s
indiziert
lebensbedrohliche
Nierenbecken- keine i.v.-Medikation.und Koqsequenz,
entziindung® smotome | TS| e evtl. Intervention dringende Tod
g yme indiziert Intervention
indiziert
Kreatinin >3,0 x lebensbedrohliche
akutes keine Kreatinin Kreatinin Uber Normalwerte, Konsequenz,
. 1 1,5-2,0 x Uber 2,0-3,0 x Uber oder >4,0 mg/d|, dringende Tod
Nierenversagen Symptome Lo .
Normalwerte Normalwerte stationare Intervention
Aufnahme indiziert
- lebensbedrohliche
. - . > 7 Stuhlgdngen am
. bis zu < 4 Stuhlgangen am >4 - 6 Stuhlgdngen am - Konsequenz,
. 1 keine Tag, Inkontinenz, N
Diarrhoen Tag, mehr als normale Tag, mehr als normale L dringende
Symptome stationare R
Menge Menge s Intervention
Aufnahme indiziert S
indiziert
schwere
mit Symptomen: Symptome: lebensbedrohliche
rektaler Diskomfort: blutdurchsetzer erhohter Konsequ.enz:
. . Stuhlgang, Stuhldrang und Perforation,
.2 keine erhohter Stuhldrang, . . .. .
Proktitis . . . Schleimauflagerung, mit Durchfalle, die Blutung, Nekrosen, Tod
Symptome blutige Stiihle, nicht . .
. . L Schmerzen, die parenterale dringende
interventionsbedurftig . o .. .
Intenventionsbedurftig Erndhrung Intervention
sind bedirfen, indiziert
Inkontinenz
vereinzelte Symptome, persistierende Verstopfung mit der lebensbedrohliche
. . Symptome, dauerhafter o Konsequenz,
L1 keine gelegentlicher Gebrauch Indikation zur .
Obstipation . Gebrauch von dringende Tod
Symptome von Weichmachern oder ) manueller .
. Weichmachern oder Intervention
Laxantien . Entleerung .
Laxantien indiziert
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Adverse Event Grad 0 Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4 Grad 5
keine etwas, maRig, stark, keine
Ubelkeit* Nahrungsaufnahme nicht Nahrungsaufnahme ! - -
Symptome . w . w Nahrungsaufnahme
eingeschrankt eingeschrankt
1 keine
Erbrechen Symptome 1x/d (2 -5)x/d (6 - 10)x/d > 10x/d -
Geschmacksveranderung
. mit Appetitsverlust,
1 keine P B
Geschmack Geschmacksveranderung unangenehmer | s |
Symptome FON F I
Geschmacksverdanderung,
Geschmacksverlust
Alopezie® keine milder Haarausfall ausgepragter Haarausfall - -
P Symptome geprag
kei
Fieber eine >38,0-39,0 °C 39,0-40,0 °C > 40 °C fur <24h > 40°C fur > 24h Tod
Symptome
. . bleibt auch nach bleibt auch nach
e 1 keine verschwindet von selbst . N Erholung, starke | | -
Midigkeit Erholung, Einschréankung . . I e
Symptome nach Erholung L Einschrankungim | | -
im taglichen Leben -
taglichen Leben
ke Parasthesi
. moderate Parasthesien starke Parasthesien,
" .1 keine . . . . N . starke | | s
Parasthesien milde Parasthesien Einschréankung im . N T e
Symptome . Einschrankungim | | —emeeee-
taglichen Leben .
taglichen Leben
symptomatische
. instabile Angi
symptomatische instable Angina
. . . und/oder
akutes Koronar- keine . progressive Angina: . Grad 3 und
1 keine Symptome Myokardinfarkt: . . . Tod
Syndrom Symptome Herzenzyme normal, Kreislauf instabil
Kreislauf stabil Herzenzyme
erhoht, Kreislauf
stabil
. persistierende
Intermittierende
. Schmerzen,
. .1 keine . Schmerzen, | T 7 e
Angina pectoris geringe Schmerzen . . . starke | -
Symptome Einschrankung im ) N R ) R—
tielichen Leben Einschrankung im
& taglichen Leben
1
Schmerzen'/ starke Schmerzen,
rektale . moderate Schmerzen,
1 keine . . » . starke | | e
Schmerzen'/ milde Schmerzen Einschrankung im . . T
Symptome s Einschrankungim | | -
Tumorschmerzen taglichen Leben .
1 taglichen Leben

Tabelle 10: Organtoxizitat
Die Tabelle zeigt die haufigsten und wichtigsten adverse events (AE), die unter Radiochemotherapie
und oder Chemotherapie des Rektumkarzinoms anhand * der CTCAE 4.03 (2010) und 2 der CTC fiir die
Bewertung von Nebenwirkungen (1992).
Die CTCAE unterteilen ein AE in sechs Schweregrade. Grad 0 bedeutet einen nebenwirkungsfreien
Verlauf, bei Grad 1 AE zeigen sich milde Symptome und bei Grad 2 sind die Symptome moderat
ausgepragt. Ab Grad 3 wird von einem schwerwiegenden toxischen Ereignisgesprochen, Grad 4
spiegelt lebensbedrohliche Nebenwirkungen wider und Grad 5 sind nicht mit dem Leben vereinbare
Nebenwirkungen (National Cancer Institute 2010).
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CTCAE-Score flir Hamatotoxizitaten:

Adverse Event

Grad 0 Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4 Grad 5
Lebensbedrohliche
Hamoglobin (Hb) >13,5g/L < 13,5-10,0 g/L <10,0-8,0 g/L <8,0-49¢g/L Konsequenz, Tod
g/L dringende

Intervention indiziert

Leukozyten >4.0*1073/ul | <4.0-3.0 *103/ul <3.0-2.0 *1073/ul <2.0-1.0 *1073/ul® | <1.0*10°3/ul | e
1083/ | e
Thrombozyten > <150.0-75.0 *1073/ul | <75.0-50.0 *1073/ul | <50.0-25.0 *1073/pl | <25.0 *10A3/pl | -eeemeee
1073/ul 150.0%1073/pl

Tabelle 11: Hamatotoxizitat
Andmie (Hb < 13,5), Leukopenie (Leukozyten < 4, ¥*1073/ul)und Thrombozytopenie (Thrombozyten
< 150.0 *1073/ul sind geféhrliche Nebenwirkungen einer Chemotherapie. Die Gradeinteilung erfolgt
anhand der CTCAE 4.03 (2010).
Die CTCAE unterteilen ein AE in sechs Schweregrade. Grad 0 bedeutet einen nebenwirkungsfreien
Verlauf, bei Grad 1 AE zeigen sich milde Symptome und bei Grad 2 sind die Symptome moderat
ausgepragt. Ab Grad 3 wird von einem schwerwiegenden toxischen Ereignis gesprochen, Grad 4
spiegelt lebensbedrohliche Nebenwirkungen wider und Grad 5 sind nicht mit dem Leben vereinbare
Nebenwirkungen (National Cancer Institute 2010).

89




Anhang

Geschlechtsspezifische Hamatotoxizitdt unter der neoadjuvanten

Therapie:

Patientenzahl (N=)70 22 46% 48 54 %

Neoadjuvante 5-FU-mono-Therapie 11 50% 24 50 %
Hamatotoxizitat 0,174*
Grad 0 2 18 % 10 42 %
Grad >1 9 82 % 14 58 %
Hb-Toxizitét 0,149*
Grad 0 4 36 % 15 63 %
Grad >1 7 64 % 9 37%
Leukozytentoxizitit 0,767*
Grad 0 4 36 % 10 42 %
Grad >1 7 64 % 14 58 %
Thrombozytentoxizitat 0,137*
Grad 0 8 73 % 22 92%
Grad >1 3 27 % 2 8%

Neoadjuvante 5-FU+Ox.-Therapie 11 50% 23 50 %
Hamatotoxizitat 0,554*
Grad 0 3 27 % 9 37%
Grad >1 8 73 % 15 63 %
Hb-Toxizitat 0,599*
Grad 0 4 36 % 11 46 %
Grad >1 7 64 % 13 54 %
Leukozytentoxizitat 0,149*
Grad 0 5 45 % 17 71%
Grad >1 6 55 % 7 29%
Thrombozytentoxizitat 0,655*
Grad 0 9 82 % 21 88 %
Grad >1 2 18 % 3 22 %

Tabelle 12: Geschlechtsspezifische Himatotoxizitat

Die Tabelle bildet die Hamatotoxizitat aufgeteilt nach Frauen und Mannern ab. Frauen zeigen in
beiden Regimen in Bezug auf alle Blutzellen mehr Grad 1-Toxizitat als Manner. *p-Wert-Berechnung
mit Chi-Quadrat-Test.
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