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|. VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN
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electron capture detector

Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG
Performance Scale)

Klassifikation akuter myeloischer Leukamien,
entsprechend einer 1985 von der ,,French-
American-British Cooperative Group* erarbei-
teten Einteilung, die insbesondere auf morpho-
logischen und zytochemischen Charakteristika
beruht

High Performance Liquid Chromatography oder
Hochdruck-Flissigkeits-Chromatografie
Ifosfamid

periphere Blutstammzelltransplantation



I1. EINLEITUNG

Die beiden Oxazaphosphorin-Zytostatika Ifosfamid und Cyclophosphamid
werden in der kurativen und palliativen Therapie maligner hamatologischer
Systemerkrankungen, aber auch disseminierter oder inoperabler solider Tu-
moren haufig eingesetzt. Sie sind Bestandteil verschiedener Kombinations-
chemotherapien. Ifosfamid (IFO) ist zugelassen fir die Therapie von
Weichteil- und Osteosarkomen (Kasper B et al., 2006; Fiegl M et al., 2004;
Wiedemann GJ et al., 1994), malignen Lymphomen -Morbus Hodgkin und
Non-Hodgkin-Lymphome- (Simpson L et al., 2007; Hertzberg MS, 2006;
Glass A et al., 2006; Hauke RJ und Armitage JO, 2000) sowie fiur die
Therapie zahlreicher solider Tumoren, wie Bronchial- (Kerbusch T et al.,
2001; Wolff AC et al., 1995), Mamma- (Boddy AV et al., 1995), Cervix-
(Downs LS Jr et al., 2004), Ovarial- (Peethambaram PP, 2002) und
Hodentumoren (Motzer RJ et al., 2000; Harstrick A et al.,, 1991).
Cyclophosphamid (CP) kommt zusatzlich bei der Therapie akuter und
chronischer Leuk&mien, oft als Hochdosistherapie (Colvin OM, 1999;
Teicher BA, 1997) mit nach- folgender Knochenmark- oder
Stammzelltransplantation zum Einsatz. Es handelt sich um strukturelle
Analoga (siehe Abb.1), die sich lediglich durch die Verschiebung einer der
beiden Chlorethylgruppen vom exozyklischen Stickstoff zum Stickstoff des
Oxazaphosphorinringes unterscheiden (Boddy AV und Yule SM, 2000;
Wagner T, 1994).

CICH,CH, CHZCH,CI CICH,CH,
\ \
N—CH, HN—CH,
H/N\P/ \CH CICH CH/N\P/ CH
2Nk RN L
0" 0—CH;, 0—CH
Ifosfamid Cyclophosphamid

Abb. 1: Strukturformeln von IFO und CP




Beide stellen inaktive ,,Prodrugs® dar. Darunter versteht man Substanzen,
die selbst inaktiv sind und im Organismus in eine aktive Form umge-
wandelt werden. IFO und CP bedurfen der metabolischen Aktivierung
durch Isoenzyme des Cytochrom P450 im endoplasmatischen Retikulum
der Leber (Patterson LH et al., 2002), bevor sie ihre zytotoxische Wirkung
ausliben konnen (Farlanut M und Franceschi L, 2003; Preiss R et al., 2002;
Kerbusch T et al., 2001; Granvil GP et al., 1999; Chang TK et al., 1997 ;
Wagner, T., 1994; Sladek NE, 1988). CP wird hauptsachlich durch CYP
2B6 aktiviert (Xie HJ et al., 2003; Boddy AV und Yule SM, 2000; Yu L
und Waxman DJ, 1996). Durch Hydroxylierung am C4-Atom seines Rings
entsteht der primar aktive Metabolit dieses Zytostatikums, das 4-Hydroxy-
Cyclophosphamid (4-OH-CP). Dieser stellt eine Transportform dar, wie
auch sein ringoffenes Tautomer Aldophosphamid. Er zerféllt erst bei der
Giftung durch RB-Elimination spontan in Acrolein und die eigentlich
alkylierende Substanz, das N-Lost-Phosphorsdureamid (Farlanut M und
Franceschi L, 2003; Preiss R et al., 2002; Kaijser GP et al. 1994; Sladek
NE, 1988). Bei IFO wird durch die N-Chlorethylseitenkette am Ring die
Bindung an CYP 2B6 sterisch behindert, so dass ein anderes Isoenzym,
namlich CYP 3A4, die Bioaktivierung tbernimmt (Yu LJ und Waxman DJ,
1999; Chang TK et al., 1993). Neben der 4-Hydroxylierung und der
Freisetzung des aktiven Metaboliten 4-Hydroxy-Ifosfamid (4-OH-IFO)
wird noch ein zweiter kompetitiver Metabolisierungsweg durch CYP 3A4
katalysiert (Huang Z et al.,, 2000; Walker D et al., 1994): Durch
Seitenkettenoxidation am zyklischen und extrazyklischen N-Atom
entstehen 2- und 3-Dechlorathyl-Ifosfamid, wodurch gleichzeitig
Choracetaldehyd (CAA) freigesetzt wird. Uber 25-50% von IFO werden
auf diesem Wege aktiviert (Kurowski VV und Wagner T, 1997; Misiura K et
al., 1983). Im Gegensatz dazu ist bei CP die CAA-Freisetzung

verschwindend gering oder nicht nachweisbar (Skinner R et al., 1993; Lind



M et al., 1989). Bei einigen Spezies, z.B. der Ratte, finden wir hingegen
auch bei CP eine etwas stirkere Auspragung dieses zweiten Metaboli-
sierungsweges mit Freisetzung von CAA (Yu LJ et al., 1999). Ob beim
Menschen im Hochdosisbereich von CP oder durch Enzyminduzierung von
CYP 3A4 nicht doch groliere Mengen CAA gebildet werden, wurde bislang

nicht untersucht.

Wahrend den 4-Hydroxymetaboliten 4-OH-CP und 4-OH-IFO die eigent-
liche zytotoxische Aktivitat dieser alkylierenden Zytostatika zugeschrieben
wird, soll das Uberwiegend beim IFO gebildete CAA dessen spezifisches
Nebenwirkungsprofil ~ (Nephro- und  Neurotoxizitat)  vermitteln.
Dosislimitierend wirkt bis heute neben der Knochenmarksdepression die
Nephrotoxizitat, die sich in glomerululérer und tubulérer Schédigung
aulert (Aleksa K et al., 2005; Aleksa K et al., 2004). Es wird von einer
vollstandig reversiblen Erhéhung der Urinproteinausscheidung (Skinner R
et al, 1993) bis hin zu einem dem Fanconi-Syndrom (Moncrieff M et al,
1989) dahnlichen Bild mit terminaler Niereninsuffizienz und Dialyse-
pflichtigkeit berichtet (Berns JS et al, 1995; English MW et al, 1997).
Geféhrdet sind vor allem Kinder (meist nach mehreren Zyklen mit kurati-
ver Zielsetzung), sowie Patienten, die mit Platinderivaten oder anderen
nephrotoxisch wirkenden Substanzen vorbehandelt wurden bzw. eine
vorbestehende Nierenschadigung aufweisen (Rossi R et al., 1994). Die fir
CP sehr charakteristische Urotoxizitat in Form einer h&morrhagischen
Zystitis kann durch den Einsatz von Mesna und mittels forcierter Diurese
(Brock N und Pohl J, 1983) weitestgehend verhindert werden. Die
Neurotoxizitdt manifestiert sich in der Beeintrachtigung mentaler und
motorischer Funktionen bis hin zu Krampfanfallen, Somnolenz und Koma
(Rieger et al., 2004; Nicolao P und Giometto B, 2003; DiMaggio JR et al.,
1997; Lewis LD und Meanwell CA, 1990; Goren CP et al., 1986).



Therapeutisch kann Methylenblau eingesetzt werden (Park IS et al., 2005;
Kipfer A et al., 1990).

Beide Metabolisierungswege (in der Literatur haufig auch als Aktivierung
und Deaktivierung bezeichnet) stehen im Gleichgewicht, so wirde eine
vermehrte CAA-Bildung, die gleichzeitig mit einer verminderten Bildung
von 4-OH-IFO einhergeht, zu hoheren Nebenwirkungen bei verminderter
zytotoxischer Wirksamkeit fihren. Allerdings stellen Ergebnisse unserer
Libecker Arbeitsgruppe dies in Frage. Es konnte eine eigenstéandige
zytotoxische Aktivitdt von CAA in vitro gegen menschliche, solide
Tumorzellen (Briggemann SK et al., 1997) und gegen hdmatologische
Zelllinien (Briiggemann Sk et al., 2002) nachgewiesen werden. Borner et al.
bestatigten dies in Klinisch relevanten Konzentrationen in vivo an
menschlichen Tumorxenocraften tragenden Nacktméusen (Borner K et al.,
2000). Als Erklarung hierfir konnte dienen, dass CAA eine Rolle bei der
Hemmung der DNA-Synthese spielt, indem es eigenstaindig DNA-
Strangbriche induziert (Briiggemann SK et al., 2006). Die Beteiligung von
CAA an der antitumoralen Wirkung von IFO wird allerdings nicht
allgemein anerkannt (Chen CS et al., 2004; Yu LJ et al., 1999; Brain EG et
al., 1998).

Da die verschiedenen Cytochrom P450 Isoenzyme durch eine Reihe von
Medikamenten induziert oder gehemmt werden konnen (Baker SD et al.,
2004; Yu LJ et al., 1999; Guengerich FP, 1997; Kvisto KT et al., 1995),
unterliegt die Metabolisierung der Oxazaphosphorin-Zytostatika verschie-
denen Arzneimittelinteraktionen. Hierdurch kdnnen sich erhebliche quanti-
tative Anderungen der Pharmakokinetik (Spitzenspiegel der Metaboliten,
AUC) und somit auch der therapeutischen Effizienz und des Nebenwir-

kungsspektrums ergeben. Beispielsweise ist seit langem bekannt, dass



Phenobarbital die metabolische Aktivierung von CP induziert (Jao JY et al.,
1972). Der Grapefruitbitterstoff Naringenin ist dagegen ein starker
Inhibitor von CYP 3A4 (Lipp HP und Schuler U, 1995; Fuhr K et al., 1993),
so dass Grapefruitgenuss bei Patienten, die mit Oxazaphosphorinen behan-
delt werden, zu vermeiden ist. Sowohl CP als auch IFO zeigen eine
ausgepragte Selbstinduzierung der P450 Isoenzyme bei mehrfacher
(fraktionierter) Gabe (Lewis LD, 1996; Kurowski V und Wagner T, 1993;
Schuler U et al, 1987).

Wahrend Phenobarbital praktisch kaum noch verwendet wird und verzicht-
bar erscheint, stellt Dexamethason (DEX) eine haufige Begleitmedikation
der hochdosierten Chemotherapie mit Alkylantien dar (Perez A et al., 1998;
Lofters W et al., 1997). Obligat ist die Anwendung von DEX bei
Hirntumoren oder —metastasen zur Hirnédemprophylaxe (Korfel A und
Thiel E, 2000; Schackert G et al., 2000; Wen PJ und Loeffler JS, 1999;
Kristensen CA et al, 1992). Auch ist es Bestandteil -einiger
Chemotherapieprotokolle lymphatischer Systemerkrankungen (Morbus
Hodgkin/ Non-Hodgkin-Lymphome). Einen groRen Stellenwert nimmt es
in der antiemetischen Prophylaxe und Therapie ein (Scarvec T et al., 2007;
Grote T et al., 2006; Kris MG et al., 2006). Der genaue Wirkmechanismus,
durch den Kortikosteroide Ubelkeit und Erbrechen verhindern, ist unklar.
Diskutiert werden unter anderem eine Zellmembranstabilisierung im
Bereich der Chemotherapietriggerzone und eine Beeinflussung der Emesis
uber eine Hemmung der Prostaglandinsynthese. Kortikosteroide sind in der
Monotherapie, vor allem in der Therapie der verzégerten Nausea/Emesis
wirksam. Als Kombinationspartner fihren sie zu einer deutlichen Wir-
kungssteigerung der 5-HT3- und Dopamin-Rezeptor-Antagonisten (Oettle
H und Riess H, 2001; Chua DT et al., 2000). Sie gehdren daher zu Recht zu

den am h&ufigsten angewendeten Antiemetika. Die am besten untersuchten



Kortikosteroide sind DEX (orale oder intraventse Applikation dreimal
taglich 4 bis 8 mg) und Methylprednisolon (orale oder intravendse
Applikation dreimal taglich 40 mg). Sie zeichnen sich durch eine gute orale
Bioverflgbarkeit, vergleichsweise niedrige Kosten und in Studien
wiederholt belegte hohe Effektivitat aus. Im Rahmen der antiemetischen
Therapie wird DEX zwar héufig eingesetzt, ist jedoch kein obligater
Bestandteil. Der Einsatz von DEX in dieser Indikation richtet sich in der
Regel nach den Erfahrungen der einzelnen Kliniken und Arzte und wird
zum Teil auch innerhalb einer  Behandlungseinheit unterschiedlich
gehandhabt. Auch hangt die Frage des Einsatzes von DEX héufig vom
Ausmal des Vomitus, der bei einzelnen Patienten in vorausgegangenen
Chemotherapiezyklen beobachtet wurde, ab. Meist liegen in
Behandlungsprotokollen keine festen Angaben vor. Bei der Aufdeckung
negativer Arzneimittelinteraktionen waére zukinftig auch ein genereller
Verzicht von DEX als Antiemetikum bei einer oxazaphosphorinhaltigen

Chemotherapie denkbar.

In einer experimentellen Arbeit der Arbeitsgruppe um Waxman aus
Boston/Massachusetts (Yu LJ et al., 1999) konnte gezeigt werden, dass die
beiden Metabolisierungswege von IFO durch eine Reihe von Induktoren,
wie beispielsweise DEX, ganz unterschiedlich beeinflusst werden, was
erhebliche therapeutische Implikationen haben konnte. So wird bei der
Ratte durch eine DEX-Begleitmedikation die CAA-Bildung um das
10fache gesteigert, wahrend gegenléufig Spitzenspiegel und AUC von 4-
CP geringfiigig abfallen. Aufgrund der noch widerspriichlichen Ergebnisse
zur Bedeutung des CAA in der Tumortherapie mit Oxazaphosphorinen
kann noch nicht abgeschéatzt werden, ob dies fir die Therapie eine positive
oder negative Beeinflussung der Metabolisierung und Pharmakokinetik ist.

Die von Yu und Kollegen (Yu et al., 1999) vorgestellten Ergebnisse waren
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jedoch Anlass, in einer klinischen Studie zu prifen, ob auch beim
Menschen entsprechende quantitative Veranderungen in der Metaboli-
sierung von IFO und CP vorliegen, wenn vor Therapiebeginn eine Enzym-
indukton durch DEX erfolgt.

Die Zielsetzung unserer Studie war es zu untersuchen, ob die kurzfristige
Anwendung von DEX im Rahmen der antiemetischen Prophylaxe die
Pharmakokinetik der Oxazaphosphorin-Zytostatika IFO und CP beim
Menschen beeinflusst oder nicht. Hierflr wurden Spitzenspiegel und AUC
von Muttersubstanz und den aktiven Metaboliten CAA und 4-OH-1FO bzw.
4-OH-CP im Blut von Patienten, die im Rahmen héufig verwendeter
Chemotherapieprotokolle mit IFO und CP behandelt wurden, bestimmt.
Die Ergebnisse unserer Studie sollen die Frage beantworten, ob DEX
weiterhin als Antiemetikum zum Einsatz kommen kann, ohne
Metabolismus, Antitumorwirkung und Nebenwirkungsspektrum der

Oxazaphosphorine zu veréndern.
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I11. PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN

1.Patienten

An der vorliegenden, prospektiv randomisierten Studie haben vier
Patientinnen und 13 Patienten im Alter zwischen 25 und 66 Jahren,
kaukasischer Zugehorigkeit teilggnommen. Alle Patienten sind aufgrund
ihrer malignen Erkrankung mit IFO bzw. CP im Rahmen -einer
Kombinationschemotherapie behandelt worden. Fir beide Studienteile
galten als Einschlusskriterien: Alter zwischen 18 und 70 Jahren, gegebene
klinische Indikation fur das ICE/ PEI-Therapieprotokoll oder die
Hochdosischemotherapie mit CP, eine Lebenserwartung von mindestens
drei Monaten, Allgemeinzustand nach ECOG/ WHO-Kriterien Grad 0-2
oder Karnofsky-Index von mindestens 60%, so wie das schriftliche
Einverstandnis der Patienten zur Studienteilnahme. Ausschlusskriterien fur
eine kurzzeitige DEX-Applikation im Rahmen dieser Studie waren floride
Magen- und Dunndarmulcera. Gegenstand der Randomisierung war die
Gabe oder Nichtgabe (Verzicht) einer DEX-Begleitmedikation im Rahmen
der antiemetischen Therapie. Es wurden 40 mg DEX intravends (ber
Perfusor in 30 Minuten erstmalig am Nachmittag vor der Chemotherapie
(ca. 16 Stunden vor Therapiebeginn) und erneut in gleicher Weise etwa
eine Stunde vor Therapiebeginn verabreicht. Als antiemetische Therapie
erhielten die Patienten zusatzlich zweimal téglich 8 mg Ondansetron
intravends und bedarfsweise Metoclopramid (20 bis 30 Tropfen) oral. Die
weitere  Supportivtherapie richtete sich nach den individuellen
Erfordernissen der Patienten bzw. nach den entsprechenden
Behandlungsprotokollen. Auf die Einnahme CYP450 aktivierender oder
hemmender Medikamente oder Substrate wahrend der Studie wurde

verzichtet. Alle Patienten nahmen freiwillig an der Studie teil und hatten
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jederzeit und ohne Angabe von Griinden die Méglichkeit, ihre Teilnahme
abzubrechen.

Unsere Studie wurde von der Ethikkommisson der Universitat zu Libeck
am 27. April 2000 unter dem Aktenzeichen 00-031 genehmigt.

a) Patienten und Dosierungen des Ifosfamidstudienteils

Acht Patienten erhielten eine IFO-Infusion im Rahmen einer Polychemo-
therapie bestehend aus Ifosfamid, Carboplatin und Etoposid. Die DEX-
Gabe im Zyklus 1 oder 2 wurde randomisiert (intraindividueller Vergleich).
Nach der Pramedikation von DEX bzw. dem Verzicht hierauf erfolgte die
IFO-Infusion in einer Dosierung von 5 g/m2 Korperoberflache tber 60
Minuten, es schloR sich eine Infusion 300 mg/m2 Carboplatin Gber 90
Minuten an. Nachfolgend erhielten die Patienten eine Etoposid-Infusion
von 100 mg/m? (ber 60 Minuten. Diese wurde an den Tagen 2 und 3
wiederholt. Ein Patient wurde im Rahmen des PEI-Protokolls (Harstrick A
et al., 1991) behandelt. Ihm applizierten wir Cisplatin in einer Dosierung
von 20 mg/m? Korperoberflache tber 60 Minuten, gefolgt von Etoposid 75
mg/m2 tber 60 Minuten und nachfolgend IFO 1 200 mg/m? ebenfalls tUber

60 Minuten, diese Therapie wurde an den Tagen 2 bis 5 wiederholt.

Tab.1 Patienten des Ifosfamidstudienteils

Patient | Erkrankung Ifosfamid- Randomisieung
Dosis

1 Hepatisch metastasiertes 8 000 mg Z1 mit DEX
Mamma-Carcinom Z2 ohne DEX

2 Kleinzelliges Bronchial- 8 000 mg Z1 ohne DEX
Carcinom (extended disease) Z2 mit DEX

3* Primé&r neuroendokriner 2 250 mg Z1 ohne DEX
Tumor mediastinaler und Z2 mit DEX
cerebraler Manifestation
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4 Kleinzelliges Bronchial- 10 000 mg Z1 ohne DEX
Carcinom Z2 mit DEX

5 Nicht-kleinzelliges Bronchial- | 8 400 mg Z1 mit DEX
Carcinom, teilweise Z2 ohne DEX
neuroendokrin differenziert

6 Nicht-kleinzelliges Brochial- | 9 700 mg Z1 mit DEX
Carcinom, wenig Z2 ohne DEX
differenziertes Adeno-CA

7 Hepatisch metastasierter CUP | 10 000 mg Z1 ohne DEX

Z2 mit DEX

8 Neuroendocriner CUP  mit | 8 200 mg Z1 ohne DEX
axillaren, cervicalen, Z2 mit DEX
infraclaviculdren und
abdominellen Metastasen

g** Kleinzelliges Bronchial- | 9 500 mg Z1 ohne DEX
Carcinom Z2 mit DEX

* dieser Patient wurde nach dem PEI-Protokoll behandelt

**dieser Patient musste aufgrund der Einnahme einer antikonvulsiven Therapie
nachtraglich von der Studie ausgeschlossen werden

b)  Pharmakokinetik des Ifosfamidstudienteils

Die Bestimmung der Konzentrationen von IFO, seinen aktiven Metaboliten
4-OH-1FO und CAA im Plasma erfolgte zu den Zeitpunkten 0; 0,25; 0,5; 1;
2; 3; 4; 6; 8; 10; 24 und 30 Stunden nach Beginn der IFO-Infusion. Hierfir
wurden den Patienten zu den angegebenen Zeitpunkten drei ml Blut aus
einem permanenten vendsen Zugang entnommen. Alle Blutproben wurden

sofort, wie unten beschrieben, weiterverarbeitet.

c)  Patienten und Dosierungen des Cyclophophamidstudienteils

Fur diesen Studienteil konnten sieben Patienten und eine Patientin rekru-
tiert werden. Alle Patienten wurden bei gegebener klinischer Indikation mit
einer Hochdosis-Cyclophosphamid-Therapie in Kombination mit Busulfan
bzw. einer fraktionierten Ganzkdrperbestrahlung und anschlieRender

autolger Blutstammzelltransplantation behandelt. Entsprechend der
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Randomisierung erhielten die Patienten eine DEX-Pramedikation (analog
zum IFO-Studienteil) oder es wurde darauf verzichtet. Da diese
Hochdosistherapie in der Regel nur einmal appliziert wird, musste ein
interindividueller Vergleich hinsichtlich der DEX-Begleitmedikation
gewéhlt werden. CP wurde in einer Dosierung von 60 mg/kg
Korpergewicht tber eine Stunde an den Tagen -3 und -2 infundiert, 48
Stunden spater (Tag O0) erfolgte die periphere Blutstammzell-

Transplantation (PBSCT).
Tab 2 Patienten des Cyclophosphamidstudienteils

Patient | Erkrankung CP - Dosis Randomisierung

1 AML (FAB M2) 4.700 mg ohne DEX

2 AML (FAB M4) 5.500 mg mit DEX
Hochrisiko Trisomie 11

3 AML (FAB M4) 5.200 mg mit DEX

4 Marginalzonenlymphom | 5.000 mg mit DEX
(Stadium IV b)

5 B-CLL 5.000 mg ohne DEX

6 Hochmalignes B-NHL 5.500 mg ohne DEX

7 M. Hodgkin 3.000 mg mit DEX
(Stadium 1V b)

8 AML (FAB M2) 5.700 mg ohne DEX

d)  Pharmakokinetik des Cyclophosphamidstudienteils

Die Untersuchung der Plasmakonzentrationen von Cyclophosphamid und
seinen Metaboliten 4-OH-CP und CAA erfolgte zu den Zeitpunkten 0; 0,5;
1; 2; 3; 4; 6; 8; 10; 24 und 28 Stunden nach Beginn der CP-Infusion.
Analog zum IFO-Studienteil wurden zu jedem Zeitpunkt drei ml Blut
entnommen. Die Blutproben wurden, wie unten beschrieben,

weiterverarbeitet.
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2. Methoden

a) Ifosfamid-Messung

Zur Plasmaspiegelbestimmung von IFO wurde den Patienten ein ml Blut
mit einer heparinbenetzten Spritze entnommen und fiir den Transport in das
Labor auf Eis gelagert. Die Blutprobe wurde in ein konisch zulaufendes,
1,5 ml fassendes Reagiergefal (Fa. Eppendorf) tberfiihrt und drei Minuten
bei 3500 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und in einem
Reagiergefal’ eingefroren. Die weitere Aufarbeitung und die Messung am
Gaschromatographen erfolgte nach der von Kurowski (Kurowski V und
Wagner T, 1993) beschriebenen Methode unserer Arbeitsgruppe. Zu 100 pl
des aufgetauten Plasmas wurden in einem Schiffstopfenglasrohrchen 10 pl
internen Standards (bestehend aus 32,36 mg Trofosfamid [MG 323,6]
geldst in 10 ml aqua dest. und nachfolgend nochmals mit aqua dest. 1:20
verdinnt) pipettiert. Trofosfamid ist ebenfalls ein Oxazaphosphorin-
zytostatikum, weist aber im Gegenstz zu IFO und CP nicht zwei sondern
drei B-Chlorethylgruppen auf. Fir die Verwendung als interner Standard in
der N/P-Flammenionisationschromatographie ist es wichtig, dass Trofos-
famid dieselbe Anzahl an Stickstoff- (N) und Phosphor- (P) Atomen enthalt,
wie IFO und CP. Bei der anschlieBenden Extraktion aus der wassrigen in
die organische Phase wurden zwei ml Dichlormethan dazugegeben, funf
Sekunden geschittelt und durch einen Rundfilter in ein neues Schiff-
stopfenglasrohrchen filtriert. Der Uberstand wurde erneut mit zwei ml
Dichlormethan versetzt, finf Sekunden geschdttelt und danach zum ersten
Filtrat filtriert. Am Rotationsverdampfer wurde die Probe eingeengt und
danach der Riickstand mit 200 pl Ethylacetat aufgenommen und in ein GC-
Gefal} Uberfihrt. Ein pl wurde in den Gaschromatographen (Hewlett
Packard 5890 Series Il) mit einer HP5 Saule (5% PhMeSilicone 10m x
0,53mm x 2,65um) injiziert. Die Temperatur des Ofens betrug 130°C mit
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einem Anstieg um 40°C/Minute bis auf 250°C, die fir sechs Minuten
gehalten wurden. Die Temperaturen fir den Injektor und den NP- Detektor
waren 190°C und 300°C. Als Tragergas wurde Helium mit einem Flow von
12 ml/Minute verwendet. Die Retentionszeiten von IFO und von

Trofosfamid betragen 3,8 und 6,5 Minuten.

b)  4-Hydroxy-Ifosfamid-Messung

Die Grundlage dieser Methode beruht auf der Eigenschaft wvon
»aktiviertem* Ifosfamid (4-Hydroxy-Ifosfamid, seinem azyklischen
Tautomer Aldoifosfamid und 4-S,R-Sulfidoifosfamid) in der sogenannten
Giftungsreaktion Acrolein freizusetzen. Dieses bildet mit 3-Aminophenol
unter sauren Bedingungen das fluoreszierende 7-Hydroxy-Chinolin
(Alarcon RA, 1968). In Anlehnung an die von Bohnenstengel
(Bohnenstengel et al., 1997) verwendete Methode wurde das Derivatisie-
rungsgemisch ohne Extraktionsverfahren mittels HPLC chromatographisch
aufgetrennt und durch Fluoreszenzdetektion quantitativ gemessen. Hierflr
wurde in einer zwei- ml Spritze ein ml eigeklhlte 10%ige Trichoressig-
séure vorgelegt. Nach Entnahme von ein ml Patientenblut wurde beides
sofort gut vermischt und fir den Transport in das Labor auf Eis gelagert.
Die Blutprobe wurde in ein 1,5 ml fassendes Reagiergefal? tberfiihrt, drei
Minuten bei 3500 x g zentrifugiert und zwei mal je 500 pl Uberstand zu je
600 pl Reagenzlosung (250 mg 3-Aminophenol und 300 mg
Hydroxylammoniumchlorid in 100ml 1N Salzsdure) gegeben, geschiittelt
und 20 Minuten bei 95°C derivatisiert. AnschlieRend wurden die Proben
kurz anzentrifugiert (zum Abkuhlen und Tropfenfangen) und sofort
gemessen oder bei -18°C bis zur Messung eingefroren. Die Trennung
wurde an der HPLC (Hewlett Packard Series 1050) mit einer Chromsep
HPLC-Sdule SS (Chrompack 5 pum, 150 x 4,6 mm) tberfthrt und 100 pl in
die HPLC injiziert. Das Fliefmittel bestand zu 96% aus 0,5%
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Phosphorsdaure und 4 % Acetonitril, pH 2,2. Die Exitations- und
Emissionswellenldange betrugen 350 nm und 515 nm. Die Retentionszeit fiir
4-OH-1FO befindet sich bei 9,5 Minuten. Fir die Standardreihe wurde
Vollblut 1:1 mit 10%iger Trichloressigsaure versetzt, geschittelt,
zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. Hierzu wurden bekannte
Mengen von 4-OH-Cyclophosphamidsalz (Mafosfamidcyclohexylaminsalz,
ASTA Medica, Frankfurt, Deutschland) gegeben.

C) Chloracetaldehyd-Messung

Vor Beginn der Blutentnahmen wurde eine Standardreihe von 1 pmol/I bis
50 pmol/l durch Zugabe bekannter Mengen an CAA (MG 78.5) zu
Mischplasma gesunder Freiwilliger erstellt. Fir die Blutentnahme wurde
eine ein ml-Spritze mit 100 pl 3.7% Formaldehyd versetzt.

Die unverzigliche Zugabe von Formaldehyd zu den Blutproben ist
notwendig, um CAA durch einen Uberschuss an Aldehydgruppen zu
stabilisierten. Bei Lagerung des Uberstands bei 4°C bleibt das CAA fiir
etwa 24 Stunden recht stabil. Ohne Formaldehyd wirde sich der Gehalt an
CAA jedoch schnell verringern, nach sechs Minuten bereits um 50% und
nach 20 Minuten um 100% (Kurowski und Wagner, 1993). Formaldehyd
stort bei der Bestimmung auch in hohem UberschuB nicht, da bei der EC
(Electron Capture)- Detektionsmethode ausschliellich die negativ gela-
denen Chlorid-lonen des CAA erfasst werden, die beim Formaldehyd nicht
vorliegen.

Den Patienten wurde ein ml Blut entnommen, die Probe sofort gut
geschuttelt und auf Eis gelagert. Im Labor wurde das Blut in ein 1,5 ml
fassendes Reagiergefa dberfihrt und drei Minuten bei 3500 x g
zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und im Kiihlschrank gelagert. Alle
Proben wurden spétestens 24 Stunden nach der Blutentnahme am

Gaschromatographen gemessen. Hierfiir wurde der Uberstand in GC-
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GefaRe pipettiert. AnschlieBend wurde 1 pl in den Gaschromatogaphen
mit einer HP-Sdule (crosslinked 5% PHMeC Silicone 25 m x 0,32 mm x
1,05 pm) injiziert. CAA wurde durch einen EC Detektor bei 300°C
detektiert. Die Ofentemperatur betrug fir drei Minuten 35°C und wurde
dann mit 45°C/Minute auf 120°C erwédrmt, die eine Minute gehalten
wurden. Die Injektionstemperatur betrug 200°C. Tragergas war Helium
(Flow: 1.8 ml/Minute bei 63kPa, Split 100, Purge 5.6) Als MakeUp-Gas
wurde Stickstoff (Flow 60 ml/Minute) eingesetzt. Die Retentionszeit fur
CAA betrégt 2,8 Minuten.

d)  Cycolphosphamid-Messung
Die CP-Messung erfolgte analog zur IFO-Messung.

e)  4-Hydroxy-Cyclophosphamid-Messung
Die 4-OH-CP-Messung erfolgte analog zur 4-OH-IFO-Messung

3. Biometrie

Die terminale Halbwertszeit (t1/2), der Spitzenspiegel (c-max), ebenso wie
die ,,area under the concentration-time-curve* (AUC) wurden jeweils fir
die Muttersubstanzen IFO und CP, die 4-OH-Metabolite und CAA mit
Hilfe  eines  Pharmakokinetik-Computer-Programms  (Topfit 2.0
»-Pharmacokinetic and Pharmacodynamic Data Analysis System for the
PC*, Gustav Fischer Verlag, Stuttgart) kalkuliert.

Beim Ifosfamidstudienteil wurde mittels des Wilcoxon-Test fir
Paardifferenzen (Sachs L, 1997) AUC, c-max und t1/2 jeweils mit und
ohne DEX verglichen und die Irrtumswahrscheinlichkeit p berechnet,

Beim Cyclophosphamidstudienteil war eine biometrische Uberpriifung im
interindividuellen Vergleich nicht méglich, so dass bei einer orientierenden

Untersuchung die statistische Auswertung entfallt.
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V. ERGEBNISSE

Wir untersuchten die Konzentrationen von IFO und dessen aktiven
Metaboliten 4-OH-IFO und CAA dber 30 Stunden im Plasma von neun
Patienten in zwei aufeinanderfolgenden Chemotherapiezyklen. Es wurde je
nach Randomisierung entweder in Zyklus 1 oder in Zyklus 2 eine DEX-
Begleitmedikation im Rahmen der antiemetischen Therapie appliziert.
Einer der neun Patienten musste ausgeschlossen werden, da ihm wahrend
der Studie antikonvulsive Medikamente verabreicht worden waren, von
denen bekannt ist, dass sie einen auRerordentlichen Einfluss auf die CYP
450 Oxidasen haben. Des Weiteren untersuchten wir die Konzentrationen
von CP und dessen aktiven Metaboliten 4-OH-CP und CAA Uber 28
Stunden im Plasma von acht Patienten je nach Randomisierung entweder
nach Vorbehandlung mit DEX oder ohne. Im Folgenden werden die

Ergebnisse graphisch dargestellt.

1. Plasmaspiegel des Ifosfamidstudienteils

Ifosfamid
10004 _-
750—.___
Y
= -%7 —¥— mit Dexamethason
© i/ T --¥-- ohne Dexamethason
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E V’ - n=8
2504
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0 |
0 32
Abb. 2 Plasmaspiegel von IFO +/- DEX
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4-OH-Ifosfamid

7_
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5_
= 4 —¥— mit Dexamethason
g --¥-- ohne Dexamethason
= n=8

CAA

40+

30

—¥— mit Dexamethason
--¥-- ohne Dexamethason

n=8

[umol/]

Abb.4 Plasmaspiegel von CAA +/- DEX

Die Konzentrationen fiir die Muttersubstanz IFO und fur 4-OH-IFO sind in
der grafischen Darstellung mit oder ohne vorherige DEX-Applikation

nahezu identisch, lediglich bei CAA lassen sich héhere Konzentrationen
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nach vorheriger DEX-Applikation

messen, wobei ein etwas steilerer

Abfall zu verzeichnen ist, so dass sich die 24- und 30- Stunden Werte

einander nahern.

2. Pharmakokinetische Parameter von Ifosfamid, 4-Hydroxy-Ifosfamid und

Chloracetaldehyd

Tabelle 3 zeigt die maximalen Plasmakonzentrationen (cmax), die

terminale Halbwertszeit (t1/2) und die Area under the concentration-time-

curve (AUC) Uber 24 Stunden sowie auf ein unendliches Zeitintervall
extrapoliert von IFO und seinen Metaboliten 4-OH-IFO und CAA mit und

ohne vorherige DEX-Applikation.

Tab. 3 Pharmakokinetik von IFO, 4-OH-IFO und CAA nach einer

Chemotherapie nach dem ICE/ PEI-Studienprotokoll +/-DEX

n=8 t1/2 [h] cmax [umol/l] | AUC 0-24 AUC 0-
IFO 5.86 766.5 5890 6450
(+/-2.71) (+/-274.5) (+/-2555) (+/-2945)
IFO + DEX 4.86 715.3 5444 5699
(+/-0.49) (+/-263.0) (+/-2288) (+/-2449)
p 0.128 0.499 0.398
4-OH-IFO 16.02 2.94 34.44 59.39
(+/-8.81) (+/-3.34) (+/-19.99) (+/-34.60)
4-OH-IFO + 11.22 3.39 35.61 48.62
DEX (+/-4.72) (+/-2.10) (+/-19.25) (+/-28.18)
p 0.499 0.612 0.735
CAA 10.74 12.68 158.14 272.65
(+/-7.22) (+/-5.52) (+/-77.07) (+/-230.01
CAA + DEX 9.68 19.50 213.42 285.62
(+/-5.58) (+/-15.45) (+/-98.37) (+/-179.51)
p 0.735 0.237 0.063
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Alle Irrtumswahrscheinlichkeiten p waren groRer 0.05, so dass sich weder
bei t1/2, noch bei cmax oder AUC signifikante Unterschiede zwischen IFO
und IFO + DEX, zwischen 4-OH-IFO und 4-OH-IFO + DEX oder
zwischen CAA und CAA + DEX ergaben. Der Unterschied hinsichtlich der
AUC von CAA lag nur knapp unter der statistischen Signifikanzgrenze.
Die mediane Flache unter der Kurve war mit DEX (213.42) deutlich hoher
als ohne DEX (158.14). Die Stichprobengrofie reichte fir den Nachweis

der statistischen Signifikanz dieses Unterschiedes allerdings nicht aus.

3. Plasmaspiegel des Cyclophosphamid- Studienteils
Wie bei IFO sind die Konzentrationen fir CP in der graphischen
Darstellung mit und ohne vorherige DEX-Applikation nahezu identisch.
Bei 4-OH-CP sind die Plasmaspiegel ohne DEX in den ersten sechs
Stunden hoher bei steilem initalen Anstieg und steilem Abfall, so dass sie
ab Stunde 6 nahezu identisch sind.
Cyclophosphamid
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Abb.5 Plasmaspiegel vom CP+/-DEX
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4-OH-Cyclophosphamid
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Abb.6 Plasmaspiegel von 4-OH-CP +/-DEX

a) Plasmaspiegel von CAA

CAA scheint auch im Hochdosisbereich nicht in groRerer Menge gebildet
zu werden. Lediglich bei einer der vier Messungen ohne DEX lassen sich
geringe Mengen CAA nachweisen, mit DEX konnen in allen vier
Messungen geringe Mengen gefunden werden. Es zeigte sich aber eine sehr
groRe interindividuelle Streuung. Auf eine grafische Darstellung wurde aus
Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet. Nachfolgend sind die Plasma-
spiegelkonzentrationen aller Patienen, bei denen Werte messbar waren

tabellarisch aufgelistet.

Tab.4 Plasmaspiegelkonzentrationen von CAA [umol/l] des einzigen Patienten,
bei dem ohne vorherige DEX- Applikation Werte zu messen waren

0 0.5h | 1h 2h 3h 4h 6h 8h 10h | 24h | 28h

Pat.1 | 0.00 | 0.60 | 2.80 | 2.17 | 1.66 | 1.79 | 1.25 | 0.86 | 0.46 | 0.08 | 0.00
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Tab.5 Plasmaspiegelkonzentrationen von CAA [umol/l] von 4 Patienten, die

DEX im Rahmen der Antiemese erhalten hatten

0

0.5h

1h

2h

3h 4h

6h 8h

10h

24h | 28h

Pat.5 | 0.00

0.81

1.84

2.40

215 12.03

1.81 | 1.62

1.62

0.63 | 0.49

Pat.6 | 0.00

0.00

0.10

0.20

0.10 | 0.15

0.05 | 0.00

0.15

0.05 | 0.00

Pat.7 | 0.00

1.29

2.53

2.39

1.62 | 1.39

1.05 | 0.00

0.00

0.00

Pat.8

0.00

3.42

417

2.96 | 0.00

0.00 | 0.00

0.00

0.00

4. Pharmakokinetische Parameter fir Cyclophosphamid und 4-Hydroxy-

Cyclophosphamid
Tabelle 6 zeigt Cmax, t1/2 und AUC lber 24 Stunden und ein unendliches

Zeitintervall extrapoliert fir CP und 4-OH-CP jeweils mit und ohne

vorherige Applikation von DEX.

Tab.6 Pharmakokinetik von CP und 4-OH-CP nach einer Hochdosistherapie
und anschlieliender Stammzelltransplantation +/- DEX

n=8 t1/2 [h] cmax [umol/l] AUC 0-24 AUC 0-
CP 4.93 532.8 4208 4413
(+1-2.13) (+1-87.9) (+-990) (+/-1215)
CP + DEX 5.09 485.1 4284 4447
(+1-1.81) (+1-155.2) (+1-1561) (+1-1747)
4-OH-CP 11.12 4.69 49.32 60.39
(+1-5.99) (+1-4.01) (+/-22.14) (+/-19.61)
4-OH-CP 14.06 3.13 44.06 56.37
+ DEX (+1-4.52) (+1-1.43) (+/-9.48) (+1-16.38)
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V. DISKUSSION

Die verschiedenen Cytochrom P450 Isoenzyme steuern die Biotrans-
formation vieler endogener und exogener Substanzen. Auch viele Zyto-
statika werden durch diese Enzyme metabolisiert. So nehmen sie EinfluR
auf Ausmal} und Dauer von Arzneimittelwirkungen, indem sie zum Einen
Substanzen abbauen und damit inaktivieren und zum Anderern so genannte
»Prodrugs“ zu ihren aktiven Metaboliten verstoffwechseln. Auch die
beiden Oxazaphosphorinzytostatika IFO und CP bedurfen der CYP450-
abhangigen Aktivierung. Die 4-Hydroxy-Metabolite — 4-OH-1FO und 4-
OH-CP — werden bei CP grofltenteils durch CYP2B6 und bei IFO durch
CYP3A4 gebildet (Boddy und Yule, 2001). Die Inaktivierung, die mit der
Freisetzung von CAA einhergeht, wird durch CYP3A4 bei CP und durch
CYP3A4 und CYP2B6 bei IFO bewirkt. Es existieren widerspruchliche
Meinungen zu CAA, einerseits wird es fir die unerwinschte Neben-
wirkungen Nephro- und Neurotoxitztat (Aleksa K et al., 2004; Nicolao P
und Giometto B, 2003; Skinner R et al., 1993) verantwortlich gemacht,
andererseits wird ihm eine eigenstandige zytostatische Aktivitat gegen
Tumorzellen zugeschrieben (Borner K et al., 2000; Briggemann SK et al.,
1997). Eine Anderung des Metabolismus kénnte so zu einer Anderung der
Antitumoraktivitat oder des Nebenwirkungsspektrums fiihren. Mit einer
Komedikation, die die verschiedenen CYP450 Isoenzyme induziert oder
hemmt, l&sst sich somit Einfluss auf das Gleichgewicht zwischen
Aktivierung (4-Hydroxylierung) und Inaktivierung (Dechlorethylierung)

nehmen.

Kerbusch und Kollegen (Kerbusch et al.,, 2001) untersuchten in einer
klinischen Studie den EinfluB des CYP3A4 hemmenden Antimykotikums
Ketoconazol und des CYP3A4 und CYP 2B6 induzierenden Antibiotikums
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Rifampicin auf den Metabolismus von IFO. Sie fanden heraus, dass durch
eine Rifampicin-Komedikation mehr IFO metabolisiert wird, 4-OH-IFO
anderte sich nicht signifikant, die Stoffwechsellage war allerdings
geringflgig zugunsten der Dechlorethylierung verschoben. Applizierte man
Ketoconazol, war das Gegenteil der Fall, das Gleichgewicht war in
Richtung vermehrter 4-Hydroxylierung verschoben. Die Autoren zogen die
Schlussfolgerung, dass eine gleichzeitige Applikation von IFO und
Rifampicin oder Ketoconazol zu keiner Anderung der Pharmakokinetik
von Muttersubstanz oder ihrer Metaboliten fiihrt, die die Ifosfamidwirkung

weiter beeinflussen wiirde.

Der kurzzeitige Einsatz von DEX als antiemetisches Medikament im
Rahmen einer Chemotherapie ist nicht standardisiert und hangt von den
Erfahrungen des behandelnden Arztes ab. Als Enzyminduktor (ber
CYP3A4 (Walker D et al, 1994) und den sich daraus ergebenden
Veranderungen im CYP450 abhéngigen Metabolismus der Oxazaphos-
phorinzytostatika IFO und CP verdient es einen besonderen Augenmerk.
Die von uns gemessenen Pharmakokinetiken von IFO und CP ohne
vorherige Enzyminduktion durch DEX stimmen mit den von Cerny A et al.,
1990; Dechant KL et al., 1991; Lewis LD et al., 1990 und Lind MJ et al.,
1989 beschriebenen Daten U(berein und zeigen eine groRe Streuung
entsprechend der in der Literatur beschriebenen interindividuellen
Unterschiede in der Aktivitat des CYP450- Systems der menschlichen Le-
ber (Lamba et al., 2002; Shimanda et al., 1996). Das Geschlecht scheint
eine wichtige Rolle bei der Enzymaktivitat, insbesondere von CYP3A4, zu
spielen. So konnte Wolbold (Wolbold et al., 2003) in einer Studie mit 94
chirurgisch gewonnen Leberproben zeigen, dass ein hoherer Gehalt an
CYP3A4 und CYP3A4mRNA in den Proben der weiblichen Patienten

vorlag. Auch altersabhéngige Verdnderungen scheinen Einfluss auf die
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Aktivitat des CYP450-Systems zu haben. In einer Messung des CYP450
Gehalts und Aktivitat in Leberbiopsien von 226 Patienten konnte gezeigt
werden, dass der Metabolismus mit zunehmendem Alter abnimmt
(Sontaniemi et al., 1997). Desweiteren scheinen Manner von der
altersabhanigigen Abnahme der Enzymaktivitat mehr betroffen zu sein als
Frauen (Cotreau et al., 2005; Wolbold et al., 2003; George et al., 1995).
Auch eine genetische CYP450-Varianz scheint den Metabolismus und die
Pharmakokinetik zu beeinflussen. Polymorphismen einiger Gene werden
mit der Zunahme der toxischen Nebenwirkungen einer Chemotherapie oder
auch einer Zytostatikaresistenz (Evans et al., 2003 ; Ulrich et al., 2003) in
Verbindung gebracht.

In unseren Versuchen mit IFO waren Spitzenspiegel und AUC von CAA
nach Applikation von DEX um ca. das 1,5-fache hoher als ohne DEX. Fur
den Nachweis einer statistischen Signifikanz dieses Unterschieds war die
Fallzahl unserer Studie zu gering und die Standardabweichung zu groR. Bei
der Pharmakokinetik von IFO und 4-OH-IFO konnte kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden.

Unsere Ergebnisse unterschieden sich von Brain et al. (Brain EGC et al.,
1998), die die Pharmakokinetik von IFO nach einer Vorbehandlung mit
DEX an einem Tiermodell mit Ratten untersuchten. Anders als wir, fand
diese Arbeitsgruppe eine Abnahme der AUC der beiden Metabolite, 4-OH-
IFO und CAA, wohingegen sich die AUC der Muttersubstanz nicht
verdnderte. Brain et al. hatten postuliert, dass beim Metabolismus von IFO
ein empfindliches Gleichgewicht zwischen der therapeutisch gewiinschten
4-Hydroxylierung und der unerwiinschten Arzneimittelinaktivierung — der
Dechlorethylieung — besteht. Ratten wurden entweder mit IFO allein oder
in Kombination mit verschiedenen CYP-Induktoren oder —Inhibitoren be-

handelt, um eine vermehrte Bildung von 4-OH-IFO zu erzielen.
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Dieselbe Arbeitsgruppe (Yu LJ et al, 1999) stellte ein Jahr spéter
Ergebnisse vor, die sich ebenfalls von den unseren unterschieden. Erneut
war am Tiermodell mit Ratten untersucht worden, wie sich die beiden
kompetitiven Metabolisierungswege, nun bei CP, beeinflussen lassen. Yu
et al. konnte =zeigen, dass nach einer DEX-Vorbehandlung bei
gliosarkomtransplantierten Ratten die CAA-Bildung immens gesteigert
werden kann: der Spitzenspiegel von CAA stieg um das 8,5-fache, wéhrend
die AUC um das 4-fache gesteigert werden konnte. Gegenldufig fielen
Spitzenspiegel und AUC von 4-OH-CP geringfligig ab. Wir fanden bei
unserer Studie im CP-Hochdosisbereich, dass beim Menschen im Gegen-
satz zur Ratte, auch nach Enzyminduktion mit DEX, keine groReren
Mengen CAA gebildet werden. Allerdings sahen wir eine sehr grole
interindividuelle Streuung der CAA-Werte in der CP-Teilstudie. Dies
konnte ein Hinweis auf die Zugehorigkeit der Patienten zu
unterschiedlichen Metabolisierungstypen sein. Der Metabolismus von CP
wird hauptsachlich von CYP2B6 Ubernommen und es werden groRe
Unterschiede der Enzymaktivitat beschrieben (Xie et al., 2003). Mindestens
zehn Nucleotid Polymorphismen sollen vorliegen. Einige von ihnen fihren
zum Austausch einer Aminosdure und kodieren ein Protein mit
verminderter enzymatischer Aktivitdt. Allerdings liegen bisher keine
klinischen Studien vor, die Veranderungen der Pharmakokinetik von CP

mit Veranderungen des Genotyps in Zusammenhang bringen.

Um das Nebenwirkungsspektrum der Oxazaphosphorine zu reduzieren,
behandelten Yu et al. (Yu et al.,, 1999) in einem weiteren Experiment
gliosarkomtransplantierte Ratten mit CP in Kombination mit dem CYP
3A4 spezifischen Inhibitor Troleandomycin, einem Makrolidantibiotikum,
und dem CYP 2B stimulierenden Phenobarbital. Man wollte die Bildung

von CAA unterdriicken um die Produktion von 4-OH-CP zu steigern.
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Obwohl sich die Plasma-AUC von 4-OH-CP durch Behandlung mit den
CYP450-Modulatoren verdoppelte, lieR sich keine Verbesserung des
Antitumoreffekts beobachten. Friihere Untersuchungen unserer Arbeits-
gruppe hatten eine eigenstandige zytotoxische Aktivitat von CAA sowohl
in vitro (Briggemann SK et al., 1997) als auch in vivo (Borner K et al.,
2000) zeigen konnen, die eine plausible Erklarung dieses flr die Autoren
uberraschenden und nicht interpretierbaren Ergebnisses liefern. Die
Verschiebung der Stoffwechsellage hatte neben der Verdoppelung der 4-
OH-CP Spiegel zu einer Halbierung des CAA geflhrt. Hatte eine hohere 4-
OH-CP Produktion zu einer starkeren zytotoxischen Wirkung fuhren kon-
nen, so war doch der Beitrag von CAA zur Antitumorwirkung vermindert
worden. Dies fihrte letztendlich wohl dazu, dass sich die Gesamttoxiztat
auf die Tumorzellen nicht &nderte. Allerdings zeigen unsere hier
vorgestellten Daten, dass sich durch eine kurzzeitige DEX-Komedikation
im Rahmen der antiemetischen Prophylaxe keine signifikante Erh6hung der
Spitzenspiegel und der AUC von CAA beim Menschen im Gegensatz zum
Tiermodell erreichen lasst. Somit ist auch keine Anderung der

Antitumorwirkung und des Nebenwirkungsspektrums zu erwarten.

Auch wenn der Einsatz von DEX als Antiemetikum zwar nicht
standardisiert aber sehr haufig ist, existieren in der Literatur nur wenige
Daten Uber den Einfluss von DEX auf Pharmakokinetik und
Antitumoreffekt von Zytostatika. Wang et al. (Wang H et al., 2004)
untersuchte die Pharmakokinetik von Carboplatin und Gemcitabine nach
einer DEX-Vorbehandlung bei xenotransplantierten Nacktmausen. Sie
fanden keine signifikanten Unterschiede in der Plasma-Pharmakokinetik
von Carboplatin bei Mdusen mit menschlichen Coloncarcinomxencraften
und menschlichen Lungencarcinomxenocraften. Es zeigten sich allerdings

bei den coloncarcinomtransplantierten Mausen eine langere Halbwertszeit
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und ein geringerer Spitzenspiegel bei vergleichbarer AUC, nach vorheriger
DEX- Applikation. Auch die Plasmapharmakokinetik von Gemcitabine bei
lungencarcinomtransplantierten M&usen anderte sich nach Enzyminduktion
mit DEX nicht bedeutend. Wieder waren AUC vergleichbar, wahrend
Spitzenspiegel reduziert und die Halbwertszeiten verlangert waren. Die
Ergebnisse fur Carboplatin konnten von derselben Arbeitsgruppe in einem
Versuch mit CD1-Mdausen bestétigt werden (Wang H et al, 2004a). Erneut
fand sich kein signikanter Unterschied bei der AUC von Carboplatin
zwischen DEX-vorbehandelten Mausen und einer Kontrollgruppe. Es
lieRen sich wiederum erniedrigte Spitzenspiegel und eine verlangerte Halb-
wertszeit messen. Zuséatzlich wurden kleine aber signifikante Unterschiede
in der Pharmakokinetik von Gemcitabine gefunden: Die Plasma- AUC war
nach vorheriger DEX-Applikation erniedrigt und die Halbwertszeit ver-
kirzt. Dieses Ergebnis unterschied sich von friiheren Ergebnissen derselben

Arbeitsgruppe.

In unseren Untersuchungen bewirkte eine kurzzeitige Applikation von
DEX ebenfalls keine klinisch relevanten Verdnderungen der Pharmako-
kinetik der Oxazaphosphorine. Ein weiterer Einsatz von DEX als Anti-
emetikum bei Chemotherapieprotokollen, die IFO oder CP beinhalten,
kann bedenkenlos erfolgen. Dabei ist keine Anderung der antitumoralen
Wirkung oder des Nebenwirkungsspektrums zu erwarten. Die von Yu et al.
nachgewiesene gesteigerte CAA-Bildung bei einer CP-Behandlung von
Ratten nach vorheriger Stimulation mit DEX, kdnnen wir mit unserer
Studie nicht bestatigen. Allerdings lassen sich fiir den Menschen die aus
der Literatur bekannten Daten bestétigen, dass es im CP-Hochdosisbereich
zu keiner signifikant erhohten CAA-Freisetzung kommt, auch nicht nach
vorheriger Enzyminduktion (Skinner R et al, 1993; Lind MJ et al, 1989).

Die Unterschiede im Metabolismus von IFO und CP zwischen
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verschiedenen Spezies verdeutlicht die eingeschrankte Ubertragbarkeit
solcher Tiermodelle auf den menschlichen Arzneimittelmetabolismus.
Ausblick: Letztendlich ist bisher nicht klar, wie schnell CYP3A4 bei
welcher DEX-Dosierung induziert wird. In weiteren Studien lieRe sich der
Einfluss einer kontinuierlichen DEX-Applikation, wie sie zum Beispiel als
Hirnddemprophylaxe bei cerebral metastasierten Malignomen verabreicht
wird, auf den Metabolismus der Oxazaphosphorine untersuchen.

Man konnte die Pharmakokinetik von IFO und CP bei Patienten
verschiedenen Alters, Geschlechts und unterschiedlicher begleitender
Erkrankungen (Leber- und Nierenfunktionseinschrankungen) vergleichen.
Als problematisch anzumerken bleibt allerdings die Schwierigkeit der
Rekrutierung einer fir die statische Signifkanz ausreichend grolie
Patientenanzahl mit gegebener klinischer Indikation fur diese

Chemotherapieregime.

32



VI. ZUSAMMENFASSUNG

Dexamethason wird héufig als Antiemetikum bei Chemotherapien
eingesetzt. Es ist bekannt, dass es als potenter Induktor der hepatischen
Zytochrom P450 Oxidasen zu signifikanten Anderungen der
Pharmakokinetik, der Aktivitdt und des Nebenwirkungsspektrums aller
Substanzen fuhren kann, die durch diese Enzyme verstoffwechselt werden.
Das Ziel unserer Studie war es zu untersuchen, ob ein kurzzeitiger Einsatz
von Dexamethason die Pharmakokinetiken der Zytochrom P450 Oxidasen-
abhangigen Oxazaphosphorine Ifosfamid und Cyclophosphamid bei
Patienten beeinflusst. Hier fir wurden Spitzenspiegel und AUC der
Muttersubstanzen und ihrer aktiven Metabolite Chloracetaldehyd und 4-
Hydroxy-1fosfamid/ 4-Hydroxy-Cyclophosphamid bestimmt. Neun Patien-
ten wurden wéhrend zwei aufeinander folgenden Chemotherapiezyklen
nach dem ICE-Protokoll (Ifosfamid, Carboplatin und Etoposid) untersucht.
Nach Randomisierung erhielten sie in einem der beiden Zyklen
Dexamethason als Koantiemetikum, im jeweils anderen Zyklus wurde
darauf verzichtet. Acht Patienten erhielten eine Hochdosistherapie mit
Cyclophosphamid und anschliefender Stammzelltransplantation, nach
Randomisierung erhielten vier Patienten Dexamethason im Rahmen der
antiemetischen Prophylaxe, vier Patienten nicht. Die Plasmaspiegel von
Ifosfamid und 4-Hydroxy-Ifosfamid waren dhnlich, es fanden sich keine
signifikanten Unterschiede bei Spitzenspiegeln und AUC. Die Halbwerts-
zeiten aller drei Substanzen waren kirzer, allerdings waren die Unterschie-
de nicht signifikant. Im Gegensatz zu Ifosfamid und 4-Hydroxy-Ifosfamid
fanden wir beim Chloracetaldehyd etwa 1,5- fach erhOhte Spitzenspiegel
nach vorheriger Dexamethason- Applikation, allerdings waren auch diese
Unterschiede nicht statistisch signifikant. Bei Cyclophosphamid und 4-
Hydroxy-Cyclophosphamid lieRen sich keine signifikanten Anderungen
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von Spitzenspiegeln und AUC finden, Chloracetaldehyd scheint auch im
Hochdosisbereich von Cyclophosphamid nicht in groReren Mengen gebil-
det zu werden. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Dexamethason
im Rahmen der antiemetischen Prophylaxe keine klinisch relevanten
Anderungen der Pharmkokinetik von Ifosfamid und Cylophosphamid
bewirkt. Daher kann Dexamethason in der Kurzzeitanwendung weiterhin
sicher als Antiemetikum bei oxazaphosphorinhaltigen Chemotherapie-

protokollen eingesetzt werden.
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VII. VERZEICHNIS DER ABBILDUNGEN UND TABELLEN

Abb.1
Tab.1
Tab.2
Abb.2
Abb.3
Abb.4

Tab. 3

Abb.5

Abb.6

Tab.4

Tab.5

Tab.6

Strukturformel von IFO und CP

Patienten des Ifosfamidstudienteils
Patienten des Cyclophosphamidstudienteil
Plasmaspiegel von IFO +/- DEX
Plasmaspiegel von 4-OH-IFO +/- DEX
Plasmaspiegel von CAA +/- DEX

des Ifosfamidstudienteils
Pharmakokinetik von IFO, 4-OH-1FO und CAA
Plasmaspiegel von CP +/- DEX
Plasmaspiegel von 4-OH-CP +/- DEX
Plasmaspiegel von CAA - DEX

des Cyclophosphamidstudienteils
Plasmaspiegel von CAA + DEX

des Cyclophosphamidstudienteils
Pharmakokinetik von CP u. 4-OH-CP

+/- DEX

S.5

S.13
S.15
S.20
S.21

S.21

S.22

S.23

S.24

S.24

S.25

S.25
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VIIl. Anhang

1. Metabolismus von Ifosfamid

CICH,CH,
\
N N 2-dechloro-IFO
H/ \P/ /
A H
o CICH,CH, |
\

ifosfamid N
ifosfamide /N\ / :
/
O/\o

3-dechloro-IFO

H CH,CH,CI
N N
0=CH-CH,Cl W
C|)H2CH2CI chloroacetaldehyde o// \O

CICH,CH, CICH,CH,
CICHCH,  \ OH CICHaCHp,  \
\ \
NN N N
e \P/ o \P/
/4 /4
& \O & \O
4-hydroxy-IFO 4-keto-IFO
CICHZCI-\IZ (|3H2CH2CI CICHZCI-\|2 CI)HzCHzCI
N.__NH O N.._NH O
H ,,P\ H ,,P\
d O/\)J*H IS O/\)J*H
aldo-IFO carboxy-IFO
CICH,CHp  CHaCH,CI o
/,
y e + HC=CH-C
O OH H
isophosphoramide acrolein
mustard

IFO wird durch CYP P450 Isonenzyme in der Leber entweder zu 4-OH-IFO oder unter
Freisetzung von CAA zu 2-/3-Dechloro-IFO metabolisiert. 4-OH-IFO steht im
Gleichgewicht mit seinem Tautomer Aldo-IFO und wird unter Freisetzung von Acrolein
zum eigentlich alkylierenden Metaboliten N-Lost-Phosphorsaurediamid gegiftet.
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2. Indikationen fiir das ICE-Chemotherapieprotokoll

e Nicht operables oder metastasierendes nicht-kleinzelliges
Brochialkarzinom (,,first oder second line”-Therapie)

¢ Kileinzelliges Bronchialkarzinom (,,first oder second line*-Therapie)

o Metastasierendes Mammakarzinom (,,third line“-Therapie, nach
Durchfiihrung von mindestens zwei Standardchemotherapien)

e Metastasierende Weichteilsarkome (,,second line*-Therapie nach
Durchfiihrung mindestens einer Polychemotherapie, die Adriamycin
enthalt)

e CUP-Syndrom (,,first line“-Therapie)

3. Grundlagen der Hochdosischemotherapie mit anschlieRener
Blutstammzelltransplanatation

Die Intensitat der konventionellen Chemotherapie ist insbesondere durch
die Hamatotoxizitdt limitiert. Die Verabreichung dosisintensiver,
myeloablativer Therapien (Hochdosischemotherapien) wurde erst durch die
nachfolgende Transplantation hamatopoetischer Stammzellen aus dem
Knochenmark eines Spenders (allogene Transplantation) oder des Patienten
(autologe Transplantation) ermdglicht.

Inital erfolgt die Behandlung mit einer konventionellen Chemotherapie um
eine moglichst effektive Tumorkontrolle zu erzielen (konditionierende
Induktionschemotherapie). Bei der autologen Transplantation werden den
Patienten zur Stammzellmobilisierung aus dem Knochenmark ins periphere
Blut hamatopoetische Wachstumsfaktoren (G-CSF= granulocyte colony
stimulating factors) verabreicht und die Stammzellen mittels einer
Zellseparation abgesammelt. Dann erfolgt die Hochdosischemotherapie mit
anschlieRender Stammzellriickgabe.

Einzelheiten und Indikationen  konnen nicht Thema  dieser

Dissertationsschrift sein, es wird auf die einschldgige Literatur verwiesen.
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