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1 Einleitung und Zielsetzung

Etwa jeder funfte Todesfall ist in den Industrielandern auf einen malignen Tu-
mor zurlckzufihren. Schon heute ist ,Krebs“ somit zu einer der haufigsten
Todesursachen geworden und die Anzahl der Krebsfalle nimmt standig zu.
Das beruht vor allem darauf, dal3 die malignen Tumoren Erkrankungen des
hdheren Lebensalters sind und dank der erfolgreichen Bekampfung von Infek-
tionskrankheiten jetzt mehr Menschen dieses Alter erreichen. Trotz aller Fort-
schritte auf diagnostischem und therapeutischem Gebiet liegen die Heilungs-
aussichten fur die am haufigsten auftretenden Krebsformen der inneren Or-
gane selten uber 20 Prozent. Eine Krebsgeschwulst kann vernichtet oder in
ihrem Wachstum gehindert werden. Die Ruckbildung einer Tumorzelle in eine
normale Gewebszelle 1af3t sich (noch?) nicht erreichen. Die wichtigsten thera-
peutischen Mallnahmen sind die Operation, die Bestrahlung und die Anwen-
dung von Zytostatika. Die Behandlung maligner Erkrankungen mit Zytostatika
hat in den letzten Jahrzehnten aufgrund von zahlreichen Neuentwicklungen
eine grof3e Bedeutung erreicht. Diese Substanzen greifen in unterschiedlichen
Phasen in den Zellzyklus ein und fuhren so zu einer Zerstérung oder Schadi-
gung der Tumorzelle. Die Wirkung ist in den meisten Fallen allerdings so un-
spezifisch, dald gleichzeitig schwere Schaden an gesunden Zellen auftreten
kénnen. Insbesondere sind Gewebe mit hohen Zellteilungsraten wie z.B. das
Knochenmark, die Schleimhaute oder die Haarwurzeln betroffen. Die Schadi-
gung des Knochenmarks und die daraus resultierende Immunsuppression ist
die gravierendste Nebenwirkung, die als Folge einer Uberdosierung von Zyto-
statika bis zum Tode des Patienten fuhren kann. Bei einer Unterdosierung
besteht die Gefahr einer Resistenzbildung der Tumorzellen gegen das Zyto-
statikum (ahnlich wie bei der Anwendung von Antibiotika), was den Wirkverlust
des Medikamentes zur Folge hat. Es wird somit deutlich, dal® die Dosierung
von Zytostatika im Gegensatz zu vielen anderen Arzneimitteln unter besonde-
rer Sorgfalt und individuell an den Patienten angepal’t erfolgen muf}. Eine sol-
che Vorgehensweise ist immer dann notwendig, wenn die therapeutische

Breite eines Pharmakons schmal ist, aber grof3e individuelle Schwankungen in
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der Pharmakokinetik beobachtet werden. Dies gilt im besonderen Male fur
das hier untersuchte Zytostatikum Etoposid /Ben87/Ste85/Pfl87/Pfl93/, das in
zahlreichen international anerkannten Behandlungsprotokollen zur Therapie
von malignen Tumoren eingesetzt wird. Etoposid wird derzeit wie die meisten
anderen Zytostatika nach der Korperoberflache des Patienten dosiert, die an-
hand der GrolRe und des Gewichtes des Patienten mit Hilfe der Formel von
Dubois /Dub16/ angenahert wird. Dadurch versucht man, eine gewisse An-
passung der Dosis an die individuellen Gegebenheiten des Patienten zu errei-
chen. Naturlich gelingt auf diesem Wege nur eine aulderst grobe Anpassung.
Darauf deutet schon das Alter der Formel von Dubois hin, die im Jahr 1916 (!)
veroffentlicht wurde. Weiterhin gehen zum Beispiel Stoffwechselparameter wie
die Nierenfunktion, die einen erheblichen Einflu} auf die Pharmakokinetik von
Etoposid hat /Din86/Arb86/PflI87/Pfl93/, nicht in die Dosisberechnung mit ein.
Wiinschenswert ware statt dessen eine Uberwachung der Dosierung im Sinne
eines sogenannten ,drug monitoring“. Hierbei wird nach Gabe des Medika-
mentes der zeitliche Verlauf des Blutspiegels des Wirkstoffs kontrolliert. So
lalkt sich individuell fur jeden Patienten und jede Anwendung die Therapie
Uberwachen, indem das zeitliche Integral des Wirkstoffspiegels, die soge-
nannte AUC (area under the curve), erfal’t wird. Flr diese GrolRe konnte nam-
lich bei Anwendung der Substanz Etoposid eine Korrelation zu der Schwere
der Knochenmarkstoxizitat (Myelosuppression) und damit zur dosislimitieren-
den Toxizitat aufgezeigt werden /Ben87/. Bei Etoposid erfordert die Aufnahme
eines kompletten zeitlichen Blutspiegel-Verlaufs zur Berechnung der AUC je-
doch mindestens 7 Blutabnahmen mit anschlieliender Bestimmung im Labor.
Fur die tagliche Routine in der Klinik ist dieser Aufwand weder zeitlich noch
finanziell realisierbar. Wunschenswert ist also die Entwicklung einer Methode,
mit Hilfe derer man die AUC anhand von wenigen (1-2) Blutspiegelbestim-
mungen abschatzen kann. Ein solches Rechenmodell nennt man ,Limited
Sampling Model“. Fur die Therapie mit Etoposid wurden bereits Limited
Sampling Modelle (LSM) verdffentlicht /Tra99/Hol95/.



In den 90er Jahren wurde die Applikation von Etoposid durch die Einflhrung
des ,Prodrugs” Etoposid-Phosphat entscheidend verbessert. Das Phosphat
von Etoposid ist im Gegensatz zur Originalsubstanz wasserldslich, weshalb
man bei der Infusion auf nebenwirkungsreiche Lésungsvermittler verzichten
kann. Im Blut des Patienten wird nach kurzer Zeit das Phosphat durch im Blut-
plasma vorhandene Phosphatasen abgespalten, so dal} der eigentliche Wirk-

stoff, das Etoposid, entsteht.

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, ein Limited Sampling Modell zur einfa-
chen Bestimmung der Etoposid-AUC bei Therapie mit Etoposid-Phosphat zu
entwickeln. Mit dieser Methode stiinde ein Verfahren zur Verfugung, welches
den Onkologen in die Lage versetzt, mit geringem zeitlichen und materiellen
Aufwand die Dosis-Wirkungs-Beziehung an grolRen Patientenkollektiven
bestimmen zu kdénnen und den Wirkstoff fur jeden Patienten individuell an

seine Stoffwechselsituation angepal3t zu dosieren.



2 Medizinische Grundlagen

2.1 Medikamentose Tumortherapie

Zytostatika sind eine chemisch heterogene Gruppe von Substanzen, die zur
Behandlung von malignen Erkrankungen (,Krebs®) eingesetzt werden. Sie
greifen unspezifisch Uber unterschiedliche Mechanismen in die Stoffwechsel-
vorgange im Zellzyklus, vor allem in die DNA-Synthese und die Replikation,
ein und konnen dadurch zum Tod der Zelle fuhren. Nur Zellen, die sich in einer
aktiven Replikationsphase befinden, sind gegeniber einer Chemotherapie
empfindlich. Selten wirken Zytostatika direkt nekroseinduzierend (unmittelba-
rer Tod der Zelle). In der Regel wird eine Kaskade zellzyklusregulierender
Vorgange eingeleitet, die in einen ,programmierten Zelltod® (sogenannte

Apoptose) minden.

Da sich Tumorzellen in ihrem Stoffwechsel in vielen Punkten nicht von gesun-
den Zellen unterscheiden, ist ein selektiver Angriff auf malignes Gewebe leider
zur Zeit kaum mdglich /Est00/. Jedoch wird die zytotoxische Wirkung aufgrund
der meist stark erhdhten Teilungsrate von Tumorzellen hier besonders stark
ausgepragt sein. Sie betrifft aber auch andere rasch proliferierende Gewebe,
wie z.B. das blutbildende System im Knochenmark, die intestinale Schleim-
haut und die Keimzellen. Daraus resultieren schwere Nebenwirkungen wie
Hemmung der Hamatopoese (Blutbildung), Schwachung der Infektabwehr
durch Immunsuppression, gastrointestinale Beschwerden und Stérungen der
Spermatogonese bzw. der Follikelreifung. Meist sind Leuko- und Thrombo-
zytopenie (zu geringe Anzahl von weillen Blutkdrperchen und Blutplattchen)
mit ihren Komplikationen wie Infektionen bzw. Blutungen limitierende Faktoren
der Therapie, wahrend sich eine Anamie (zu geringe Anzahl roter Blutkorper-
chen) oft nur langsam entwickelt. Die immunsuppressive Wirkung zytosta-
tischer Substanzen laft sich bei Immunerkrankungen und anderen Indikatio-
nen nutzen, ist aber in der Tumortherapie meist unerwunscht, da sie die kor-

pereigene Tumorabwehr schwacht.



Die relative Selektivitat der Zytostatikatherapie, die in der Bilanz eine Uberwie-
gende Schadigung von malignen Zellen zum Ziel hat, ist durch die erhdhte
Empfindlichkeit des Tumorgewebes gegenuber zellschadigenden Einflissen
bedingt und kann durch den Einsatz einer Polychemotherapie verbessert wer-
den. Durch Kombination mehrerer zytotoxischer Stoffe, die Uber verschiedene
Angriffsmechanismen wirken, erreicht man eine grofRere Zellsterberate. Durch
dieses Vorgehen wird der therapeutische Effekt fokussiert und das Ausmal}
der Nebenwirkungen durch eine Dosisreduzierung der einzelnen Komponen-
ten reduziert. Zahlreiche Therapieschemata wurden so auf empirischer Basis

entwickelt.

Das Ansprechen auf ein bestimmtes Zytostatikum hangt einerseits von der
unterschiedlichen Empfindlichkeit der einzelnen Tumorarten auf die verschie-
denen Substanzen ab. Andererseits spielt auch die Phase des Zellteilungs-
zyklus, in der sich die Zellen befinden, eine Rolle, da Zytostatika zum Tell
phasenspezifisch wirken (s.0). Durch Einsatz einer Polychemotherapie wird
versucht, moglichst viele verschiedene Zellphasen therapeutisch abzudecken.
Der Therapieerfolg ist darUber hinaus in starkem MalRe abhangig von der Art
der Anwendung, z.B. dem Zeitpunkt des Therapiebeginns oder der Applikation

als kontinuierliche oder fraktionierte Gabe.

Zusatzlich zu den unerwinschten Nebenwirkungen wird die Therapie durch
eine Resistenzentwicklung von Tumorzellen erschwert. Eine verminderte Auf-
nahme der zytotoxischen Substanz in die Tumorzellen, eine verminderte Me-
tabolisierung einer applizierten Substanz zum eigentlichen Wirkstoff, eine be-
schleunigte Inaktivierung des Wirkstoffs, eine veranderte Affinitat zu den Ziel-
molekulen oder verbesserte DNA-Reparaturmechanismen konnen der Resi-
stenzentwicklung zugrunde liegen. Der kombinierte Einsatz und die mdglichst
optimale Dosis konnen die Resistenzentwicklung verzdogern oder verhindern.
Primar resistente Zellinien konnen mit einem nichtkreuzreaktiven
Kombinationspartner abgetotet werden, die Entstehung von sekundar resisten-

ten Zellinien kann verzogert oder verhindert werden.



Folglich sollte es immer Ziel einer antineoplastischen Behandlung sein, eine
moglichst hohe Toxizitat gegenuber dem Tumor mit einer moglichst geringen
Toxizitat gegenuber gesundem Gewebe zu erreichen. Entscheidend hierfur ist
eine optimale Dosierung des Zytostatikums, die individuell auf den einzelnen
Patienten abgestimmt sein muf3. Die Dosierung der Zytostatika ist in starkem
Malie von der Art des zu behandelnden Tumors, der Begleitmedikation und
dem physiologischen Zustand des Patienten abhangig.

2.2 Einteilung der Zytostatika

Man unterscheidet folgende antineoplastisch wirksame Substanzen (gemal}
WHO):

e Alkylantien: Alkylsulfonate, Ethylenimine, Nitrosoharnstoffe, Stickstoff-
lost-Derivate

e Antimetabolite: Folsaure-Analoga, Purin-Analoga, Pyrimidin-Analoga
o Pflanzenalkaloide: Podophyllin-Derivate, Taxane, Vinca-Alkaloide
e Antitumorantibiotika: Anthrazykline, Bleomycin, Dactinomycin, Mitomycin

o Sonstige Zytostatika: Platin-Verbindungen, Campthotecin-Derivate,

L-Asparaginase, u.a.
e Monoklonale Antikorper

e Hormone: Antiandrogene, Antidstrogene, Aromatasehemmer, Gestagene,

GnRH-Analoga, Ostrogene

o Zytokine: Wachstumsfaktoren, Interferone, Interleukine

2.3 Etoposidphosphat

2.3.1 Herkunft

Etoposidphosphat ist ein ,Prodrug“ von Etoposid. Unter einem Prodrug ver-

steht man einen Arzneistoff, der als Vorstufe appliziert wird und dann im
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Organismus meist enzymatisch in die eigentliche Wirkform umgesetzt wird.
Chemisch besteht der Unterschied zum Etoposid in einer Phosphatgruppe an-
statt eines Wasserstoffrestes (siehe Kapitel 2.3.2). Hierdurch wird eine gute
Wasserloslichkeit erreicht, was den entscheidenden Vorteil gegenuber Etopo-
sid darstellt. Die Phosphatgruppe wird im Plasma durch Phosphatasen (vor

allem die alkalische Phosphatase) abgespalten (siehe Kapitel 2.3.3).

Das durch Abspaltung der Phosphatgruppe vom Etoposidphosphat enste-
hende Etoposid ist ein semisynthetisches Derivat des Pflanzenalkaloids
Podophyllotoxin /Kel71/. Bereits vor mehreren hundert Jahren wurde von
nordamerikanischen Indianern sowie Bewohnern des Himalayas ein wassriger
Wurzelextrakt aus den Wurzeln und Wurzelstocken Podophyllum peltatum und
Podophyllum emodi als Laxans (Abfuhrmittel) oder Antihelminthikum (Arznei-
mittel gegen Wirmer) eingesetzt /Ach81/Ben61/0ss81/Iss79/. 1942 wurde ein
Oliger Extrakt aus diesen Pflanzen zur Behandlung von Condylomata
acuminata (Warzen im Genitalbereich) und anderen gutartigen Hauterkran-
kungen verwendet /Kap42/. Wenig spater folgte dann die Entdeckung der
mitosehemmenden Wirkung dieses Extraktes /Sul47/Kel54/. Bei der Analyse
der Podophyllinextrakte fand man die Substanzen Pelatin, Desoxypodophyllo-
toxin und Podophyllotoxin /Kel54//Ben61/0Oss81/.

Die zytostatische Wirkung von Podophyllotoxin wird ahnlich wie die der Vinca-
Alkaloide und des Colchizins Uber eine Hemmung der Mikrotubulusbildung
durch  Bindung an  Tubulin wahrend der Mitose vermittelt
/Kel78/Arn79/Cre75/L0i76/10i78/. Dadurch wird der Aufbau des Spindelappa-
rates verhindert, der Voraussetzung fur die Teilung der Zelle ist (daher auch
,Spindelgift*). Der therapeutische Index' des Podophyllotoxins als antineo-

plastische Substanz erwies sich jedoch bei ausgepragter Toxizitat als zu ge-

' Darunter versteht man das Verhaltnis der auf die Tumorzellen toxisch wirkenden
Konzentration eines Chemotherapeutikums zu der fir den Wirt gerade noch

vertraglichen Konzentration.



ring /Gre54/Kel54/, so dal} durch Modifikation des Ausgangsmoleklils nach
einem nebenwirkungsarmeren Derivat gesucht wurde. Dies fuhrte unter ande-
rem durch Glucosidierung zur Entwicklung der semisynthetischen Podophyllo-
toxin-Derivate Etoposid (VP16-213) und Teniposid (VM26), Gber deren anti-
neoplastische Wirksamkeit Stahelin Anfang der siebziger Jahre berichtete
/Sta73/Star6/.

Etoposid zeichnet sich im Vergleich zur Muttersubstanz durch eine hohere
antineoplastische Aktivitat bei besserer Vertraglichkeit aus /Sta73/Sta76/. Im
Gegensatz zu Podophyllotoxin als Spindelgift entfalten jedoch Etoposid,
Etoposidphosphat (nach Dephosphorylierung) und Teniposid ihre zytostati-
sche Wirkung wu.a. durch eine Hemmung der Topoisomerase |l
/Han92/Lon84/Lon87/Lon92/. Dieses Enzym spielt bei der Replikation der

DNA eine entscheidende Rolle.

In praklinischen Untersuchungen zeigten Etoposid und Teniposid eine ausge-
pragte zytotoxische Wirkung bei einer Vielzahl von Experimentaltumoren. Mit
einer Reihe anderer Chemotherapeutika konnte ein therapeutischer Syner-
gismus nachgewiesen werden /Ach81/. In klinischen Studien wurde die Wirk-
samkeit vor allem von Etoposid untersucht, da sich herausstellte, dal}
Etoposid gegenuber Teniposid aufgrund seiner unterschiedlichen Pharmako-
kinetik besser steuerbar ist /Iss82/Eva82/. Die ausgepragte zytotoxische Wirk-
samkeit sowie der therapeutische Synergismus mit anderen Zytostatika bei
einer relativ guten Vertraglichkeit der Substanz haben dazu gefuhrt, dafl

Etoposid zum festen Bestandteil vieler Therapieschemata geworden ist.

Etoposidphosphat zur Injektion ist der Phosphatester von Etoposid. Dieses gut
wasserlosliche Prodrug von Etoposid wird im Blut durch die alkalische
Phosphatase schnell in den eigentlichen Wirkstoff Etoposid umgewandelt
(dephosphoryliert) /Sen88/Ros89/. Die  Wasserloslichkeit von Etoposid-
phosphat macht es madglich, die Substanz im Gegensatz zu Etoposid in hohe-
ren Konzentrationen Uber eine relativ kurze Zeit zu applizieren und auf unvor-

teilnafte Losungsvermittler, wie z.B. Polyethylenglykol und Polysorbat zu ver-
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zichten. Hierdurch lassen sich einige unerwunschte Nebenwirkungen der
Etoposidtherapie wie z.B. Hypotension (zu niedriger Blutdruck) reduzieren. Die
Vorteile von Etoposidphosphat gegenltber Etoposid sind in Tabelle 1 darge-
stellt /BMS93/Sch94/Sch88/.

Tabelle 1: Gegenuberstellung der Vor- und Nachteile bei der Applikation von

Etoposid und Etoposidphosphat

Etoposid Etoposidphosphat
Wasserunloslich Wasserloslich
Komplexes Lésungsvermittlersystem Lediglich Dextran 40 und Natriumcitrat
erforderlich erforderlich
Konzentration im Blutplasma bis Konzentration im Blutplasma bis
0,4 mg/ml mdglich 20 mg/ml mdglich

Lange Infusionsdauer (30 bis 60 Minuten)

erforderlich Kurzzeitinfusion oder Bolusgabe madglich

Hypotensionsgefahr Keine Hypotensionsgefahr

. . Stark reduziertes Infusionsvolumen
Grofles Infusionsvolumen erforderlich

moglich
Gefahr von Inkompatibilitaten mit Keine Inkompatibilitaten mit Kunststoffen
Kunststoffen bekannt

2.3.2 Chemie

Etoposidphosphat, makroskopisch ein weil3liches, kristallines Pulver, ist eine

wasserlosliche Phosphatesterverbindung des Etoposids.

Etoposid, ein halbsynthetisches Derivat des Podophyllotoxins, unterscheidet
sich von seiner Muttersubstanz durch Epimerisierung am C9-Atom des C-Rin-
ges, durch Substitution einer Ethyliden-R-Glucopyranose sowie einer De-
methylierung am C4-Atom des Phenyl(E)-Ringes /Ach81/. Das homologe Te-
niposid unterscheidet sich von Etoposid nur in einer Substitution an der Glyco-
sidgruppe. Etoposidphosphat wurde aus Etoposid durch Veresterung einer

Hydroxygruppe mit einer Phosphatgruppe synthetisiert (siehe Abbildung 1).
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Die chemische Bezeichnung von Etoposidphosphat ist 4°-Demethyl-
epipodophyllotoxin-9-[4,6-O-ethyliden-B-D-glucopyranosid],4‘-(dihydrogen-
phosphat). Die Summenformel lautet CogH33046P - 2C,HeO. Das Molekularge-
wicht des Diethanolats betragt 760,69 g/mol.

I““lll..

R,
Substanz R, R,
Etoposid -CH3 -OH
Etoposidphosphat -CH3 -OPOs3H; (Phosphat)
Teniposid Jl\j -OH
S

Abbildung 1: Molekulstruktur von Etoposid/ Etoposidphosphat und Teniposid
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Etoposidphosphat ist in Wasser gut 16slich (Loslichkeit grofler 100 mg/ml), in
Lésungsmitteln wie Chloroform, Ethanol und Methylenchlorid schwach 16slich
(ca. 10-20 mg/ml) und in Ldsungsmitteln wie Aceton, Acetonitril, Glycerol,
Methanol und Propylenglycol schwer l6slich. Der pH-Wert einer Losung in

Wasser von 1 mg/ml liegt zwischen 4 und 5.

Sowohl Etoposid als auch Teniposid sind im Gegensatz dazu in Wasser na-
hezu unldslich, in Ethanol schwach I0slich und in Aceton, Methanol und
Chloroform gut I6slich. Da Etoposid und Teniposid sehr ahnliche physiko-
chemische Eigenschaften besitzen (Masse, Lipophilie), 1alt sich jede der
beiden Substanzen als interner Standard beim quantitativen Nachweis der

jeweils anderen Substanz verwenden /Jun83al/.

2.3.3 Pharmakodynamik
Zunachst werden einige genetische Grundlagen beleuchtet:

Bei der DNA-Replikation mufd sich die urspringliche Doppelhelix auf je 10
Basenpaare frisch replizierter DNA einmal vollstdndig um die eigene Achse
drehen. Damit beim Fortschreiten der Replikationsgabel das gesamte Chro-
mosom nicht dauernd vor der Gabel rotieren muf}, womit ein erheblicher
Energieaufwand verbunden ware, wird bei der DNA-Replikation ein
,orehgelenk® in der DNA-Helix gebildet, und zwar aus Proteinen, den soge-
nannten DNA-Topoisomerasen. Man kann DNA-Topoisomerasen als
Nukleasen betrachten, die kovalent an eine Phosphatgruppe in der DNA
binden und auf diese Weise eine Phosphodiesterbindung in der DNA-Kette
reversibel spalten. Man kennt verschiedene Typen von Topoisomerasen. Die
Typ-I-Topoisomerasen erzeugen einen Einzelstrangbruch. Die Topoisomerase
Il bildet dagegen mit beiden Strangen der DNA-Helix gleichzeitig eine kova-
lente Bindung und spaltet sie, um ein benachbartes doppelstrangiges DNA-
Segment durch die entstandene Llcke durchtreten zu lassen /AIb95/. An-
schlielend wird die Lucke durch die Topoisomerase Il wieder geschlossen.
Dafur ist die voribergehende Bildung eines DNA-Enzym-Komplexes noétig, der

auch als ,cleavable complex“ bezeichnet wird /Hsi83/San83/.
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Etoposidphosphat wird in vivo innerhalb von Minuten durch die alkalische
Phosphatase dephosphoryliert und in die aktive Substanz Etoposid umgewan-
delt /BMS93/Kau95/Mil92/Mil95/Sen88/Ros90/. Etoposid wirkt zytotoxisch Uber
die Hemmung der Topoisomerase |l. Die katalytische Aktivitat der Topoisome-
rase Il wird gehemmt und damit der ,cleavable complex® (s.o.), also der
eigentlich vorubergehende Komplex zwischen der DNA und der Topoisome-
rase |l, stabilisiert. Durch diese Stabilisierung kann die DNA nicht mehr wieder
zusammengefuhrt werden. Irreversible Strangbriiche der DNA sind die Folge,
wodurch eine weitere Teilung der betroffenen Zelle gestort wird
/Hua73/Wo0z83/Che84/Roo84/.

Etoposid wirkt in vitro bei niedrigen Plasmakonzentrationen® (0,01 ug/ml bis
1 ug/ml) phasenspezifisch zytozid. Es verursacht einen irreversiblen
pramitotischen Block in der spaten S- oder frihen G,-Phase des Zellzyklus.
Die Zellen akkumulieren vornehmlich in der G,-Phase. In hohen Konzen-
trationen (>1 ug/ml) wirkt Etoposid phasenunspezifisch, d.h. auch auf ruhende
Zellen zytozid /Kri75/Lon84/ /Lon87/Lon92/Cla92/Hai9%/. Bei intrazellularen
Etoposidkonzentrationen, die deutlich Uber dem zytotoxischen Wirkspiegel
liegen, wird die Nukleosidaufnahme in die Zelle behindert. Weiterhin wurde
gezeigt, dal® die Zytotoxizitat von Etoposid in vitro wesentlich von der Dauer

der Exposition der Zellen abhangig ist /Roe87/.

Etoposidphosphat zeigt im Vergleich zu Etoposid eine verminderte in-vitro-
Aktivitat gegenlber malignen Zellinien. Dies lalt sich auf die fehlende
Konversion von Etoposidphosphat zu Etoposid zurlckfuhren. In vivo zeigen

beide Substanzen eine aquivalente antineoplastische Wirksamkeit /Ros90/.

2 Unter ,Plasma“ versteht man in der Medizin den nichtzelluldren (also fliissigen)

Anteil des Blutes
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2.3.4 Pharmakokinetik

Etoposid und Etoposidphosphat verhalten sich bioaquivalent. Das heil3t, die
Geschwindigkeit und das Ausmald, in denen der therapeutisch wirksame Anteil
(hier das Etoposid) am Wirkort verfugbar ist, sind weitestgehend identisch.
Dies wurde in zwei randomisierten Cross-over-Studien /BMS93/Kau95/ an Pa-
tienten mit unterschiedlichen Tumorerkrankungen durch Vergleich der
pharmakokinetischen Parameter AUC (,area under the curve®, Flache unter
der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve) sowie C.x (maximale Plasmakonzen-
tration) von Etoposid und Etoposidphosphat belegt. Bei der einen Studie
wurden die Patienten mit jeweils 150 mg pro Quadratmeter Korperoberflache
(im folgenden mit 150 mg/m? bezeichnet) Etoposid und Etoposidphosphat
therapiert, bei der anderen mit jeweils 100 mg/m?. Die Bioaquivalenz ergibt
sich aus den gemessenen Bioverfugbarkeiten von Etoposid aus Etoposid-
phosphat im Vergleich zu Etoposid mit 107% bzw. 113% fur die AUC und
103% bzw. 107% fur C,,.x. Aufgrund der Bioaquivalenz der beiden Substanzen
lassen sich die nachfolgenden Aussagen Uber Etoposid auf Etoposidphosphat

ubertragen.

Die Konzentrationskurven des Plasmaspiegelverlaufs von Etoposid sind
biphasisch, so dal} fur die Bestimmung der pharmakokinetischen Parameter
meist ein Zwei-Kompartiment-Modell verwendet wird®: In der ersten Phase, der
Verteilungsphase, sinkt die Plasmakonzentration zunachst relativ schnell ab
mit einer Halbwertszeit t, , die zwischen 0,2 und 1,2 Stunden liegt. Diese
Phase entspricht der Verteilung der Substanz aus dem zentralen Komparti-
ment Blut in das periphere Kompartiment (verschiedene Gewebe). Zwischen
zentralem und peripherem Kompartiment stellt sich ein Verteilungsgleichge-

wicht ein. AnschlieRend fallt die Plasmakonzentration in der zweiten, der

® Es wurden jedoch auch ein Drei-Kompartiment-Modell /Arn80/ und ein Multi-
Kompartiment-Modell /Pel78/ als Grundlage fur die Auswertung der

pharmakokinetischen Parameter beschrieben.
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Eliminationsphase, mit der Halbwertszeit t; (zwischen 3,4 und 8,7 Stunden)
langsamer ab. In dieser Phase wird die Substanz aus dem zentralen Komparti-

ment durch Metabolisierung abgebaut bzw. aus dem Korper ausgeschieden.

Ein linearer Zusammenhang besteht zwischen den maximalen Plasma-
spiegeln C.x bzw. den Steady-State-Konzentrationen und der applizierten
Dosis. Ebenso konnte auch fir die AUC (,area under the curve®) ein lineares
Anwachsen mit steigender Dosierung gezeigt werden /Edm83/Cro86/. Bedeut-
sam ist, dall eine an mehreren aufeinanderfolgenden Tagen wiederholte
Applikation von Etoposid nicht zu einer Akkumulation der Substanz im
Organismus fuhrt /Bri85/.

Im Blutplasma ist Etoposid zu 94 bis 99 Prozent an Proteine gebunden /All75/.
Phenylbutazon, Natriumsalicylat und Acetylsalicylsaure kdnnen Etoposid aus

der Plasmaproteinbindung verdrangen /BMS96b/.

Das Verteilungsvolumen Vs nach Einstellung des Gleichgewichtes
(ss = steady state) zwischen peripherem und zentralem Kompartiment wurde
zwischen 4,8 und 20,8 I/m? gemessen. MeRRbare Substanzkonzentrationen er-
gaben sich in Leber, Lunge, Knochen, Lymphknoten und im Myometrium
/Din82/Cla87/, in der Pleuraflissigkeit /Han84/ und in Hirntumoren
/Luk82/Ste84/Zuc91/. Jedoch penetriert Etoposid die Blut-Hirn-Schranke nur
schlecht. Die gemessenen Liquorkonzentrationen weisen erhebliche Schwan-
kungen auf und liegen meist deutlich unter 10% des korrespondierenden
Plasmaspiegels /Cre82/Ste84/. Allerdings konnten vor allem in intrazerebralen
Metastasen kleinzelliger Bronchialkarzinome therapierelevante Konzentratio-

nen von Etoposid nachgewiesen werden /Ste84/.

Etoposid wird zu etwa 40% unverandert und zu 5 bis 20% gebunden an
Glucuronid ausgeschieden /Din82/Bri85/BMS96b/. Der Rest verteilt sich auf
die weiter unten genannten Metabolisierungsprodukte. Hauptsachlich wird
Etoposid renal eliminiert, die hepatobiliare Elimination spielt eine geringere
Rolle /Cre82/Arb86/. Dies erklart auch, wieso bei Patienten mit eingeschrank-

ter Nierenfunktion eine deutlich hohere AUC beobachtet werden konnte
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IArb86/PflI87/PflI93/. Fur die Etoposid-Plasmaclearance wurden in den ge-
nannten Studien Werte zwischen 18 - 39,3 ml min' m? bestimmt, die Nieren-

clearance betragt ca. ein Drittel der Plasmaclearance.

Es wurden mehrere Metabolisierungsprodukte von Etoposid gefunden. Im
Plasma fand sich die cis- und trans- Form der Hydroxysaure, das cis-Lakton,
das trans- und cis-lsomer der 4-Demethylepipodophyllinsaure-
9-(4,6-0-ethyliden-B-D-Glucopyranosid), das Aglycon (4° Demethylepipodo-
phyllotoxin) und Etoposid an Glucuronsaure gebunden /All75/Str80/Eva82/. Im
Urin fanden sich die Hydroxysaure und das Glucuronid /Eva82/Sin84/Din86/.

Verschiedene Faktoren kdonnen die Pharmakokinetik von Etoposid beeinflus-
sen. Aufgrund der Bioaquivalenz von Etoposid und Etoposidphosphat lassen
sich diese Aussagen auf Etoposidphosphat Ubertragen. Etoposid wird zum
grol3en Teil renal ausgeschieden. Eine insuffiziente Eliminationsfahigkeit der
Niere durfte also die pharmakokinetischen Parameter von Etoposid beeinflus-
sen. Tatsachlich wurden bei niereninsuffizienten Patienten eine signifikante
Erniedrigung der Plasmaclearance und eine Verlangerung der Eliminations-
Halbwertszeit /Din86/Arb86/Pfl87/PflI93/ sowie eine signifikante Erhdhung des
Verteilungsvolumens /Din86/Arb86/ beobachtet. Ebenfalls wurde zwischen der
Plasmaclearance von Etoposid und der Kreatininclearance eine hohe Korrela-
tion festgestellt /Des90/Hah93/. Daher wird bei einer Nierenfunktionsstérung
mit Kreatininwerten > 2,0 mg/dl oder einer Kreatininclearance < 60 ml/min eine
Dosisreduktion des Etoposids empfohlen /Pfl93/Hah93/.

Leberfunktionsstérungen wirken sich nicht so eindeutig auf die pharmako-
kinetischen Parameter aus. Wahrend einige Studien keine Beeinflussung fest-
stellen konnten /Arb86/Han87/, beobachteten andere eine Abnahme der
Plasmaclearance /Sin84/ und einen Anstieg des Verteilungsvolumens bei re-
duzierter Leberfunktion /Din86/. Bei ikterischen Krankheitsbildern ist die un-
gebundene Plasmafraktion des Etoposids signifikant erhoht /Ste89/. Dies ist
vermutlich durch eine Verdrangung durch Bilirubin aus der Plasmaproteinbin-

dung erklarbar. Obwohl die Gesamtclearance (soweit beurteilbar) unverandert
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bleibt, wird ebenfalls eine Dosisreduktion des Etoposids empfohlen
/Rat90/Pfl93/.

Da Etoposid Bestandteil etlicher Polychemotherapie-Protokolle ist, sollten
auch Einflisse anderer Kombinationspartner auf die Pharmakokinetik von
Etoposid bedacht werden. Appliziert man z.B. Cisplatin (90-120 mg/m?) un-
mittelbar vor der Etoposidgabe, beobachtet man eine Erhéhung der AUC und
eine Herabsetzung der Plasmaclearance und des Verteilungsvolumens /Pfl93/;
die terminale Halbwertzeit und die ,mean residence time“ (MRT) verlangern
sich /Sin84/. In der vorliegenden Arbeit wurden daher nur Daten von Patienten
verwendet, die nicht mit Cisplatin therapiert wurden. Keine Beeinflussung der
pharmakokinetischen Parameter wurde bei Kombination mit Doxorubicin
(35mg/m?) und Cyclophosphamid (180 bzw. 80mg/m?) festgestellt
/Hoa88/Cun88/.

Einige Substanzen wie Calcitonin, Calcitriol, Edetinsaure, Editronsaure,
Isofluran und Levamisol kdénnen die Aktivitat der alkalischen Phosphatase
beintrachtigen. Bei gleichzeitiger Anwendung dieser Praparate ist eine ver-
minderte Wirksamkeit von Etoposidphosphat nicht auszuschlie®en, da nicht
sicher ist, ob das Etoposidphosphat komplett in den aktiven Metaboliten
Etoposid dephosphoryliert wird /BMS96a/Sen88/.

2.3.5 Klinische Anwendung

Etoposidphosphat ist (in Kombination mit anderen antineoplastisch wirksamen

Praparaten) bei der Behandlung folgender bdsartiger Neubildungen indiziert:

¢ Kieinzelliges Bronchialkarzinom

e Hodgkin und Non-Hodgkin-Lymphom
e Akute lymphatische Leukamie

e Chronische myeloische Leukamie

e Hodentumoren

e Chorionkarzinom

e Magenkarzinom
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Kinder und Erwachsene erhalten Etoposidphosphat in Kombination mit ande-
ren Zytostatika in Dosierungen von taglich 56,8 bis 113,6 mg Etoposid-
phosphat/m? Kérperoberfliche (entsprechend 50 bis 100 mg Etoposid/m?
Korperoberflache) an den Tagen 1 bis 5 oder 136,2 bis 170,4mg Etoposid-
phosphat/m? Korperoberflache (entsprechend 120 bis 150mg Etoposid/m?
Korperoberflache) an den Tagen 1, 3 und 5. Diese Therapie wird je nach Er-
krankung und Therapieschema nach drei bis vier Wochen erneut bis zu insge-

samt sechsmal durchgeflhrt.

Etoposidphosphat zeigt wie viele andere Zytostatika aufgrund seines Wirk-
mechanismus ein zum Teil sehr ausgepragtes Toxizitatsspektrum. Die
wichtigste und dosislimitierende Nebenwirkung ist die reversible Knochen-
marksuppression, deren Schweregrad dosisabhangig ist'. Es zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede in der hamatologischen Toxizitat nach Be-
handlung mit Etoposidphosphat und Etoposid /BMS96b/.

Da die Myelosuppression in schweren Fallen bedrohliche Infektionen oder
Blutungen zur Folge haben kann, ist sie der wichtigste dosislimitierende Faktor
eines Therapiekurses mit Etoposidphosphat. Um das Auftreten einer Myelo-
suppression zu Uberwachen, sollte vor Therapiebeginn, wahrend der Therapie
und vor jedem Therapiezyklus das Blutbild (Leukozyten, Thrombozyten und
Hamoglobin) kontrolliert werden. Gleichzeitig sollten Leber- und Nierenwerte

sowie die neurologischen Funktionen Uberpruft werden.

Zu den weiteren Nebenwirkungen zahlen eine reversible Alopezie (Haaraus-
fall) und gastrointestinale Beschwerden wie Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall
oder Mukositis (Entzindung der Schleimhaute). Auch Appetitlosigkeit,
Obstipation (Verstopfung), abdominelle Schmerzen oder Geschmacks-

veranderungen konnen auftreten.

* Wirksame Substanzen zum Schutz des Knochenmarks stehen zur Zeit leider noch
nicht zur Verflgung. Lediglich eine Knochenmarkstransplantation kann eine

wirksame Malinahme sein.
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3 Probengewinnung

3.1 Patienten

Die in dieser Studie untersuchten Patienten befanden sich in stationarer Be-
handlung in der Abteilung fur Hamatologie und Onkologie des Klinikums der
Philipps-Universitat Marburg. Da aus vorherigen pharmakokinetischen Unter-
suchungen ein Einfluly von Cisplatin auf die Pharmakokinetik von Etoposid be-
kannt ist /Pfl93/, wurden nur Patienten bertcksichtigt, deren Therapieprotokoll
kein Cisplatin enthielt. Insgesamt wurden 30 Patienten aufgenommen, 6 weib-
liche und 24 mannliche. Das Alter variierte zwischen 19 und 79 Jahren bei

einem Median von 45,5 Jahren.

Die Indikationen fur eine chemotherapeutische Behandlung waren: Non-
Hodgkin-Lymphom (13 Patienten), Hodgkin-Lymphom (6 Patienten), Klein-
zelliges Bronchialkarzinom (6 Patienten), Akute lymphatische Leukémie (3 Pa-
tienten), Magenkarzinom (2 Patienten) und Chronische Myeloische Leukémie
(1 Patient).

3.2 Probenentnahme

Die Applikation von Etoposidphosphat erfolgte an mehreren aufeinanderfol-
genden Tagen in der dem jeweiligen Therapieschema entsprechenden Dosie-
rung. Einige Patienten wurden mit Etoposid therapiert, erhielten aber an dem
Tag der Studie Etoposidphosphat. Zur Bestimmung der AUC wurde an jeweils
einem Tag des Therapiezyklus eine 8-Stunden-Kinetik gesammelt. Die Kinetik
konnte an einem beliebigen Tag innerhalb des mehrtagigen Zyklus bestimmt
werden, da fir die AUC von Etoposid und somit auch fur Etoposidphosphat bei
wiederholter Applikation keine kumulativen Effekte beobachtet wurden /Bri85/.
An dem betreffenden Tag wurde nach Entnahme einer Blutprobe zur Leer-
wertbestimmung das Etoposidphosphat intravends als Bolus Uber ca. zwei
Minuten infundiert. AnschlieRend wurden 7 weitere Blutproben entnommen
und zwar zu den Zeiten 2, 15, 30, 60, 120, 240 und 480 Minuten, jeweils auf

das Ende der Infusion bezogen.
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Tabelle 2: Daten zu den 30 behandelten Patienten

Pat. | Geschl. | Alter | GroRe | Gewicht | KOF | Diagn. | Therapie- | Etop. |Etop.
la | lcm kg | Im? Schema |/mg'm?| /mg
1 m 70 178 75 1,9 | SCLC AlO-PE 125 230
2 m 19 186 62 1,83 | NHL CHOEP 100 180
3 m 25 184 90 2,1 NHL CIVEP 100 210
4 m 64 177 64 1,8 | SCLC Topo+Eto 80 144
5 m 40 175 82 1,95 | SCLC | Topo+Eto 80 160
6 w 67 149 50 1,42 | ALL CHOEP 70 100
7 m 33 176 66 1,8 MH BEACOPP 100 180
8 m 46 185 115 2,0 NHL CHOEP 100 200
9 m 35 178 69 1,83| MH BEACOPP 200 360
10 m 33 193 92 2,22 MH BEACOPP 180 400
11 w 60 160 57 1,6 NHL CHOEP 100 160
12 m 79 177 82 2,0 | SCLC AlO-PE 150 300
13 m 73 178 90 2,0 | SCLC Topo+Eto 80 160
14 m 37 170 98 2,1 NHL | Dexa-BEAM 240 500
15 m 55 180 79 2,0 NHL CHOEP 100 200
16 m 67 170 81 1,9 NHL CHOEP 100 190
17 w 59 165 60 1,65 | Ma-Ca* ELF 75 120
18 m 60 169 60 1,68 | Ma-Ca° ELF 120 200
19 m 45 180 78 1,9 NHL | Dexa-BEAM 75 145
20 m 31 180 84 2,0 NHL | Dexa-BEAM 150 300
21 m 32 175 75 1,9 MH Dexa-BEAM 100 190
22 m 35 182 87 2,1 ALL AMV 100 210
23 w 34 172 51 1,6 ALL DVMAE 250 400
24 m 36 186 66 1,9 MH Dexa-BEAM 100 190
25 m 69 167 67 1,75 | NHL Topo+Eto 75 130
26 m 53 175 75 1,9 NHL | Dexa-BEAM 75 142
27 m 49 178 88 2,0 MH Dexa-BEAM 75 150
28 w 61 165 92 2,0 CML ,mini-ICE" 150 300
29 w 42 160 61 1,65| NHL CHOEP 100 165
30 m 41 176 94 2,0 NHL CHOEP 100 200
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Diagnosen:

ALL : Akute lymphatische Leukamie

CML : Chronische myeloische Leukamie

Ma-Ca*: Siegelringkarzinom des Magens

Ma-Ca°: Adenokarzinom des Magens

MH: Morbus Hodgkin
NHL: Non Hodgkin Lymphom
SCLC: Kleinzelliger Lungenkrebs (Small cell lung cancer)

Therapie-Schemata:

AlIO-PE:

AMV:

BEACOPP:

CHOEP:

CIVEP:

Dexa-BEAM:

DVMAE:
ELF:
»Mini-ICE*:

Topo+Eto:

Carboplatin, Etoposidphosphat

Ara-C, Mitoxantron, VP16 (Etoposidphosphat)

Bleomycin, Etoposidphosphat, Adriamycin, Cyclophospha-
mid, Prednison, Procarbacin

Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin, Etoposid-
phosphat, Prednison

Cyclophosphamid, Idarubicin, Etoposidphosphat
Dexamethason, BCNU, Etoposidphosphat, Ara-C,
Melphalan

Dexamethason, Vindesin, MTX, Ara-C, Etoposidphosphat
Etoposidphosphat, Folinsaure, 5-FU

Idarubicin, Cytarabin, Etoposidphosphat

Topotecan, Etoposidphosphat

(Bezeichnungen in den Abkurzungen differieren teilweise aufgrund der bei

Chemotherapie-Schemata Ublichen Verwendung von US-amerikanischen

Handelsnamen)

22



Pro Entnahme wurden ca. 9 ml Blut in ein mit EDTA prapariertes Rohrchen
(Fa. Sarstedt, NUmbrecht) asserviert, nachdem die ersten 5 ml des aspirierten
Blutes bei jeder Entnahme verworfen wurden. Die Proben wurden nach Ent-
nahme sofort in Eiswasser gekihlt und nach kurzer Zeit fir 10 Minuten bei
5000 Umdrehungen zentrifugiert. Anschlieiend wurde das Plasma (also der
nichtzellulare, gelbliche Uberstand) in einen verschraubbaren Plastikbehalter
uberfuhrt und umgehend bis zur weiteren Verarbeitung bei einer Temperatur

von -80°C eingefroren.

Eine Zusammenstellung der Patientendaten Alter, Geschlecht, Grodle,
Gewicht, Korperoberflache, Diagnose, Therapieschema und Etoposid-

phosphat-Dosierung findet sich in Tabelle 2.
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4 MeRmethode

In Kapitel 4.1 wird die chemische Extraktion und Aufreinigung des Etoposids
aus den Blutproben sowie die massenspektrometrische Messung (PDMS)
gegen den internen Standard Teniposid beschrieben. Es sei hier nochmals
erwahnt, dal} in dieser Arbeit der onkologisch relevante aktive Metabolit von
Etoposidphosphat, das Etoposid, im Blut bestimmt wurde. Zur Messung des
Etoposidphosphates mithilfe der PDMS wurden vielversprechende
Vorversuche in freundlicher Zusammenarbeit mit Herrn Diplom Chemiker M.
Patz durchgefuhrt. Mehr dazu in Kapitel 4.7.

4.1 PDMS-Technik

Die %?Cf-PDMS (**?Californium-Plasma-Desorptions-Massen-Spektrometrie)
basiert auf der Methode, die zu messende Substanz (insbesondere organi-
sche nichtflichtige hochmolekulare Stoffe) innerhalb einer Hochvakuumappa-
ratur mit schweren lonen zu beschiessen, so dald aus der Substanz Moleklule
desorbiert werden. Handelt es sich dabei um lonen, werden diese innerhalb
eines von aulden angelegten elektrischen Feldes beschleunigt und anschlie-
Rend die Flugzeit auf einer bekannten Strecke bestimmt, aus der sich die
Masse (korrekt: die Masse pro Ladung m/z) des desorbierten Molekuls ergibt.

Ein Schema des Melverfahrens ist in Abbildung 2 dargestellt.

4.1.1 Plasmadesorption

252Cf ist ein relativ langlebiges Isotop (Halbwertzeit 2,65 a) des Transuranele-
mentes Californium. Es zerfallt aulRer durch Alphazerfall (Energie 6,1 MeV) zu
etwa 3 % auch Uber spontane Kernspaltung. Die dabei frei werdenden anti-
parallel emittierten Fragmente eines sich spaltenden Atomkernes haben eine
asymmetrische Massenverteilung mit zwei Maxima bei 105 und 141 u mit ent-
sprechenden wahrscheinlichsten kinetischen Energien von 104 bzw. 79 MeV
/Sch65/. Beim Durchdringen eines Targets (hier die ca. 5 mm oberhalb der Cf-
Quelle auf einer Folie aufgebrachte Probensubstanz) geben die Spaltfrag-

mente vor allem durch die Wechselwirkung mit den Targetelektronen etwa
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1 keV Energie pro A durchdrungener Materie ab. Dieser hohe Energieverlust
versetzt Uber Sekundarelektronenemission ein kleines Volumen flr sehr kurze
Zeit in den Zustand eines Plasmas. AnschlieBend werden durch Elek-
tron-lon-StélRe ein Teil der Anregungsenergie auf lonen Ubertragen. Der
verbleibende Anteil geht in eine Phononenschwingung des Festkorpers Uber.
Die Desorption von Molekilionen findet kurz vor Einstellung des thermischen
Gleichgewichtes an der Grenzflache der Probensubstanz zum Vakuum statt

und wird durch die Relaxation der deponierten Energie ausgelost.

Detektor
Gitter
Probe

a;ﬁpo_r:lle::,
Cf-Quelle @ Spalfragmente
Detektor Sron :>

Abbildung 2: Schematischer Aufbau des ?*’Cf-PDMS-MeRverfahrens
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Zu einem geringen Teil (< 0,1 %) befinden sich die so desorbierten Molekule
im ionisierten Zustand und sind dann (und nur dann) einer anschlieRenden
massenspektrometrischen Analyse zuganglich. Die Gesamtmenge der bei ei-
ner Messung aus der Probenoberflache desorbierten Molekile ist so gering
(ca. 10" Teilchen), daR die lonisierungsmethode als zerstérungsfrei betrachtet
werden kann. Das heil3t, die Probe steht einer anschlieRenden Untersuchung

prinzipiell weiter zur Verfugung.

Trotz der hohen primaren Anregung kénnen mit dieser Methode auch fragile
organische Molekile (m > 1000 u) noch mit hoher Ausbeute in stabiler Form
desorbiert werden. Die zu messende Substanz Etoposid und der interne Stan-
dard Teniposid sind mit ihren Massen von 588,6 u bzw. 656,7 u somit fir die
252Cf-PDMS gut geeignet.

4.1.2 Massenspektrometrie

Die Probensubstanz wird auf eine dunne metallisch bedampfte (wegen des
elektrischen Potentials) Kunststoffolie aufgebracht (naheres dazu in
Kapitel 4.5), die auf einem Probentragerring faltenfrei aufgespannt wird. Der
Probentrager laldt sich Uber ein Schleusensystem in die Apparatur einbringen.
Etwa fUnf Millimeter oberhalb der Probe befindet sich ein geerdetes Gitter. Die
Probe wird auf eine positive Spannung von 8 kV gelegt. Diese Spannung be-
schleunigt Kationen in Richtung auf das geerdete Gitter. Die lonen passieren
das Gitter und durchlaufen anschlielend eine feldfreie Strecke von ca. 48 cm,
bis sie auf ein im oberen Teil der Apparatur angebrachtes ,Multi Channel
Plate“ Paar (,Stoppdetektor) stoRen. Der dadurch ausgeldste elektrische

Impuls dient als Stoppsignal.

Da lonen innerhalb des elektrischen Feldes eine Beschleunigung ent-
sprechend der Energie E=U *q (U :angelegte Spannung, q:Ladung der
lonen) erfahren und die potentielle Energie nach Beschleunigung E = mv?/2
betragt, lalt sich Uber die Flugzeit t das Verhaltnis zwischen Masse m und
Ladung q der desorbierten lonen als m/q ~ t? bestimmen (unter der Voraus-

setzung einer Kalibrierung mit einer bekannten Substanz, z.B. Natriumionen).
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Der Nullpunkt der Zeitmessung wird durch ein unterhalb der %*Cf-Quelle an-
gebrachtes ,Multi Channel Plate” Paar (,Startdetektor”) ermittelt. Dabei macht
man sich zunutze, dal® die Quelle bei jeder spontanen Spaltung zwei anti-
parallel ausgerichtete Spaltfragmente emittiert. Jedem Ereignis, das eine De-
sorption in der Probensubstanz ausgeldst hat, kann ein elektrischer Impuls
des jeweils antiparallel emittierten Spaltfragmentes aus dem Startdetektor zu-
geordnet werden, der als Start der Zeitmessung dient. Die Signale der beiden
Detektorpaare werden verstarkt und uber jeweils einen Diskriminator einem
Lime to digital converter” zugefuihrt. Dieser mifdt die Zeitunterschiede zwischen
Start- und Stoppsignalen mit einer Genauigkeit von bis zu einer Nanosekunde

und gibt die digitalisierten Daten an einen PC zur Auswertung weiter.

Die Aktivitat der 2°Cf-Quelle sollte so dimensioniert sein, daR man idealer-
weise etwa 1000 Spaltfragmente pro Sekunde am Startdetektor registriert. Da
die verwendete Quelle zum Zeitpunkt der Probenmessungen schon einige
Jahre eingebaut war und eine neue Quelle nur mit erheblichem finanziellen
und organisatorischen Aufwand zu beschaffen ist, sind die Messungen mit
etwa 200 Spaltfragmenten pro Sekunde durchgefuhrt worden. Entsprechend
langer sind die Akquisitionszeiten, insbesondere bei niedrigen Konzentratio-

nen des Etoposids (gegen Ende einer Patientenkinetik).

4.1.3 Interner Standard

Um aus dem rein qualitativen massenspektrometrischen Nachweis einer Sub-
stanz, bei der die Zahlhaufigkeit und Masse bestimmt wird, zu einer
quantitativen Nachweismethode zu gelangen, bedarf es eines internen
Standards. Dieser wird der Patienten-Plasmaprobe in einer definierten Menge
vor allen Aufbereitungsschritten zugesetzt. Ermittelt man das Verhaltnis der
Peakhdhe vom Analyten und internen Standard im Massenspektrum bzw. das
Verhaltnis der Peakflachen, |aRt sich Uber die bekannte Menge an

zugegebenen internen Standard die Menge des Analyten bestimmen.

Der interne Standard sollte gleiche chemische Eigenschaften wie der Analyt,

aber eine im Massenspektrum deutlich unterscheidbare Masse besitzen. Als
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ideal fur quantitative Messungen von Etoposid hat sich die homologe Sub-
stanz Teniposid erwiesen. Diese unterscheidet sich vom Etoposid durch einen
Substituenten am Zuckerring (siehe Kapitel 2.3.2), ist 68 u schwerer und ver-
halt sich chemisch weitgehend identisch wie Etoposid, insbesondere was die
im ersten Schritt der Probenaufbereitung durchgefluhrte Chloroformextraktion
betrifft /Jun83b/.

4.1.4 Aufbereitung der Proben zur PDMS

Voraussetzung fir eine erfolgreiche Messung mittels PDMS ist neben der
Reinheit des Analyten und der moglichst guten lonisationsausbeute vor allem
die Probenpraparation. Schon kleine Inhomogenitaten beim Aufbringen der
Substanz auf die Folie oder Verunreinigungen (z.B. aus den Plasmaproben
der Patienten) kdnnen das gemessene Verhaltnis zwischen Analyten und in-

ternen Standard empfindlich stéren /Jun83a/.

Grundsatzlich gibt es unterschiedliche Maoglichkeiten, die zu analysierende
Substanz nebst internem Standard als Target zu praparieren. Die einfachste
und schnellste ist das direkte Eintrocknen einer Losung des Analyten in einem
leicht flichtigen Losungsmittel. Die entstehenden Schichten sind allerdings
zum Teil sehr inhomogen, unter anderem wegen des unterschiedlichen Kri-
stallisationsverhalten von Analyt und internen Standard /Jun83a/. Andere
Verfahren sind die Elektrospray-Methode /McN79/, das Vakuumspray-
Verfahren /Jun83c/, die Spin-Coating-Technik /Sav87b/Sav87c/ oder die

Praparation von Langmuir-Blodgett-Filmen /Sav87al.

Als einfachste Methode hat sich im vorliegenden Fall ein modifiziertes Ein-
trocknen der in einem Ldsungsmittelgemisch aufgenommenen Analyten be-
wahrt. Die zu analysierenden Substanzen wurden in eine Matrix aus Sucrose-
Octaacetat und Urotropin eingebracht /K6h92a/Jun83a/, wodurch stérende
Einflisse von Verunreinigungen minimiert und eine gute Homogenitat der ein-
getrockneten Schicht erreicht werden konnte. Ein vorher eingestelltes
Verhaltnis zwischen Etoposid und Teniposid lie3 sich so gut reproduzieren
/Jun89/.
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Sucrose-Octaacetat wurde in einer Menge von 100 ug der Matrix hinzugefugt,
besitzt eine Masse von m=678u und neigt zu einer schnellen
Fragmentierung. Im Massenspektrum wurde es nur durch Anlagerung von an-
deren lonen, z.B. Na’, nachgewiesen. Somit wurden kationische Verun-

reinigungen in der Probe abgefangen.

Urotropin (m = 141 u) ist ein kleines und relativ flichtiges Molekul und wurde
in einer Menge von 150 ug der Matrix hinzugefugt. Aufgrund seiner leichten
Fragmentierbarkeit produzierte es nur eine geringe Molekulionenausbeute.
Urotropin weist eine hohe Affinitat zu den Stoffen Etoposid und Teniposid auf.
Im Massenspektrum auflerte sich dies durch den Nachweis der Clusterionen
[M + Urotropin]+, (730u fur Etoposid und 797 u fir Teniposid) sowie
[M + 2 Urotropin]+ (871 u fur Etoposid und 938 u fir Teniposid) (siehe auch
Abbildung 3 auf Seite 37).

Die Gesamtmenge der Matrixsubstanzen betrug also 250 ug, wahrend die Ab-
solutmenge an Etoposid und Teniposid bei maximal 50 ug pro Substanz lag.
Dieses Verhaltnis garantierte eine gute Durchmischung der beiden Analyten

und unterdruckte storende Einflisse durch Verunreinigungen.

4.2 Probengewinnung und Zusatz des internen Standards

Wie schon in Kapitel 3.2 erwahnt, wurde den Patienten zu den Zeitpunkten
2 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h und 8 h nach Ende der Kurzinfusion ca.

9 ml Blut entnommen.

In Pharmakokinetikstudien, bei denen das nicht phosporylierte Etoposid
verabreicht wurde, wurde in der Regel Natriumcitrat als Antikoagulanz im Blut-
abnahme-Rdéhrchen eingesetzt /Hol96/. Beim Einsatz von Etoposidphosphat
hingegen mu® EDTA verwendet werden, damit eine weitere
Dephosphorylierung von Etoposidphosphat in die aktive Substanz Etoposid
durch die alkalische Phosphatase im Rohrchen vermieden wird. Nur so lassen
sich Etoposid und Etoposidphosphat unabhangig voneinander bestimmen.

EDTA ist ein Inhibitor der alkalischen Phosphatase und wirkt uber die Komple-
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xierung der zweiwertigen lonen Mg?* und Zn?* /Ber83/Bre84/. Diese lonen sind
Aktivatoren der alkalischen Phosphatase und fir deren Funktion unerlaRlich
/Ber83/Bre84/. Neben Magnesium und Zink werden auch Calcium-lonen
(Ca**) komplexiert, wodurch die Gerinnung des Blutes im Réhrchen verhindert
wird (analog zu Natriumcitrat-Réhrchen). Die verwendeten Rdéhrchen ent-
hielten bei einem maximal asservierbarem Volumen von 9 ml Blut eine Menge
von 14,4 mg Kalium-EDTA.

Der Einfluld der sauren Phosphatase auf die Dephosphorilierung des Etoposid-
phosphates lafdt sich vernachlassigen, da deren pH-Optimum zwischen 5 und

6 ausreichend entfernt von dem des Plasmas (pH ~ 7,4) liegt /Ber84/Tie86/.

Die Proben wurden nach Entnahme in Eiswasser gekihlt und fir 10 Minuten
bei 5000 Upm zentrifugiert. Das Plasma wurde in einen verschraubbaren
Plastikbehalter Gberfihrt, mit der Probennummer bezeichnet und umgehend

bei einer Temperatur von —80°C eingefroren.

Die Messungen von Patientenproben wurden innerhalb eines Zeitraumes von
vier Monaten durchgefuhrt, um eine gute Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten.
Es wurden jeweils Proben von drei Patienten parallel bis zur PDMS-Messung
bearbeitet. Diese Vorgehensweise erwies sich als glnstig flr die erfor-

derlichen Arbeitsschritte, vor allem fur die Dunnschichtchromatographie.

Die zu messenden Proben wurden aufgetaut und bei Zimmertemperatur mit
einer Eppendorf-Pipette genau 1 ml des Plasmas entnommen und in ein
Reagenzglas Uberfuhrt. Sodann wurden 20 ug des internen Standards
Teniposid hinzugefugt. Dazu wurde in einen 50 ml MelRkolben genau 50 mg
Teniposid-Reinsubstanz mit Methanol p.a. gelost und pro Probe 20 ul von
dieser Loésung mit einer Eppendorf-Vollpipette entnommen und in das

Reagenzglas der Probe uberfuhrt und durchmischt.

4.3 Extraktion der Plasmaproben

Die Extraktion des Plasmas dient einer ersten Vortrennung und Anreicherung

der Substanzen Etoposid und Teniposid. Wegen der ausgepragten Lipophilie
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beider Substanzen bietet sich eine Extraktion mit Chloroform an, die in der
Lage ist, beide Substanzen vollstandig aus der Plasmaprobe herauszuldsen.
Dabei wird auch der an Plasmaproteine gebundene Anteil des Etoposids
herausgelost /Hol81/. Holthuis et al. fanden eine mittlere Ausbeute von
97 £1 % bei Etoposid. Dieser Wert konnte spater bestatigt werden /Del83/.
Da es sich bei Teniposid um eine homologe Substanz handelt, wird diese ge-
nau wie Etoposid fast vollstandig aus dem Plasma abgetrennt. Das Etoposid-
phosphat sowie der Hauptmetabolit des Etoposids, die Hydroxysaure,

verbleiben als polare Substanzen in der wassrigen Phase.

Die Proben wurden nach Zugabe des internen Standards mit jeweils 50 pl
einer 10 prozentigen Essigsaure p.a. auf einen pH-Wert von ca. 4,5
angesauert, um die Proteine zu fallen. Sodann wurden 2 ml Chloroform p.a.
hinzugefugt. Das Gemisch wurde bis zur Bildung einer homogenen Emulsion
geschuttelt. Anschliefend wurden die Proben bei 5000 Upm fir 10 min zen-
trifugiert und fur eine Stunde bei — 80°C eingefroren, aufgetaut und nochmals
zentrifugiert. Dies bewirkte eine scharfe Trennung der wassrigen Phase (oben)
von der organischen Phase (unten) mit einer dazwischenliegenden Bande aus

prazipitiertem Peptid.

Die organische Phase wurde mittels einer Pasteurpipette und einer
dazugehorigen Saugvorrichtung in ein Reagenzglas Uberfuhrt. Hierbei wurde
streng darauf geachtet, da® nur aus der organischen Phase Flussigkeit ent-
nommen wurde. Im Zweifelsfall wurde ein Rest der organischen Phase im
Probengefal® belassen. Aufgrund der vorherigen Zugabe des internen
Standards ist dies zulassig. Die organische Phase wurde sodann im Vakuum-
konzentrator bei Raumtemperatur eingetrocknet. Aufgrund des niedrigen
Siedepunktes muldte langsam evakuiert werden, da das Chloroform
andernfalls siedete und die Fllssigkeit entgegen der Zentrifugalkrafte in den

Vakuumkonzentrator und somit auch in andere Probenbehalter gelang.
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4.4 DC-Reinigung

Eigentlich erfordert die quantitative PDMS aufgrund der hohen Spezifitat der
massenspektrometrischen Detektion keine weitere spezielle Auftrennung der
zu untersuchenden Substanzen von etwaigen Verunreinigungen, sofern sich
die Massen der anderen Stoffe ausreichend von dem Analyten unterscheiden.
Doch selbst dann kann nur ein gewisser Grad an Verunreinigungen toleriert
werden. Durch die Chloroformextrakrion gelangen mehr oder weniger alle
lipophilen Stoffe aus dem Patientenplasma in die organische Phase. Dazu
zahlen u.a. Fette, indirektes Bilirubin, manche Medikamente und lipophile
Stoffe, die im Plasma von Proteinen transportiert werden (z.B. Lipoproteine).
Diese Verunreinigungen machen eine direkte Messung der eingetrockneten
organischen Phase mit der PDMS-Methode unmaoglich. Bei der intravendsen
Applikation von unphosphoryliertem Etoposid fallen auf’erdem noch Verun-
reinigungen in Form der Losungsvermittler Polyethylenglykol 300 und
Polysorbat 80 an, die bei Gabe von Etoposidphosphat entfallen. Auch ohne
diese Verunreinigungen konnte kein zufriedenstellendes Ergebnis ohne
weitere Behandlung der Proben erreicht werden. Da keine spezifische
Trennung, sondern nur eine Reinigung der Plasmaextrakte notwendig ist, stellt
die technisch einfachste und zugleich kostengunstigte Methode die Dunn-

schichtchromatographie dar.

Fur die stationare Phase wurden Alufolien mit reversed-phase Beschichtung
gewahlt (Merck RP-18 F254 s). Hierbei sind die polaren Silanol-Gruppen auf
der Folie mit unpolaren C18-Gruppen abgesattigt worden, so dal die
stationare Phase unpolar ist. AuRerdem fluoresziert dieses Material bei UV-
Beleuchtung mit 254 nm. Dies ist fur die spatere Lokalisation der Etoposid
bzw. Teniposidbanden von Bedeutung. Die polare mobile Phase besteht aus
einem Gemisch aus 8 Teilen Methanol, 2 Teilen Acetonitril und einem Teil

Wasser (aqua bidest).

Die aus der Plasmaextraktion (siehe Kapitel 4.3) gewonnene Probe wurde in

50 yl Chloroform geldst und bandenformig ca. 2 cm oberhalb des unteren
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Randes der beschichteten Alufolie aufgetragen. Auf jeder Folie wurden insge-
samt 5 Proben plaziert. Zur Kontrolle wurde aullerdem eine
Etoposid/Teniposid Mischung im Verhaltnis 1:1 aufgetragen, um die Banden
der 5 Proben nach dem Lauf des Flielmittels eindeutig identifizieren zu kon-
nen. Nach Eintrocknung wurde zweimalig mit Methanol fokussiert, d.h. die DC-
Folie wurde solange mit dem unteren Rand in ein Methanolbad getaucht, bis
die Flussigkeitsfront den oberen Rand der aufgetragenen Banden erreicht
hatte. Da sich Etoposid und Teniposid gut in Methanol 16sen, bewirkt dies eine
scharf lokalisierte ,Startlinie® dieser zwei Substanzen vor dem eigentlichen
Lauf. Da es bei hohen Konzentrationen von Etoposid zu Schweifbildungen
kommen kann (das Elutionsmittel vermag nur eine begrenzte Substanzmenge
zu transportieren®), wurde von den ersten beiden Proben einer Kinetik ledig-

lich die Halfte des Probenvolumens aufgetragen.

Die Folien wurden in einer mit Fliel3mittelgemisch gesattigten Kammer fur ca.
eine  Stunde entwickelt. Fur die nahe Dbeieinander liegenden
Etoposid/Teniposid-Banden wurden fir Etoposid ein Rf —~Wert von 0,85 und flr
Teniposid ein Rf -Wert von 0,89 ermittelt. Die Banden lassen sich jederzeit
eindeutig im UV-Licht Uber die Fluoreszensloschung detektieren. Mitunter
waren auch andere fluoreszensloschende Banden zu erkennen, die wahr-
scheinlich durch anderweitige Medikamentengaben vor der Infusion zu

erklaren sind (z.B. Antiemetika, Arzneimittel gegen Erbrechen).

Die Etoposid- und Teniposidbande einer Probe wurde jeweils unter UV-Licht
(zwecks besserer Orientierung) mit einer Schere ausgeschnitten. Dies ist ein
grol3er Vorteil der verwendeten DC-Alufolien gegentber DC-Glasplatten, bei
denen man die Beschichtung mittels Skalpell 0.4. aufwendig abkratzen muf}
/Hol96/. Die ausgeschnittenen Folienstiicke wurden in glaserne Petrischalen
gelegt und konnten nun bequem mit Methanol eluiert werden. Dazu wurden
jeweils 2 ml Methanol p.a. in jede Petrischale Uberfuhrt, die Schalen ab-
gedeckt und in einem Laborschittelautomat fur funf Minuten sanft hin- und
hergeschwenkt. Nach dieser Behandlung konnte auf den ausgeschnittenen
Folienstlicken keine Fluoreszensldschung mehr beobachtet werden, woraus
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sich schlieRen lalkt, dall sowohl Etoposid als auch Teniposid komplett aus der

DC-Beschichtung herausgeldst wurden.

Das Eluat wurde im Vakuumkonzentrator eingetrocknet. Bei diesem Vorgang
war unbedingt zu beachten, dal} das eluierte Methanol nicht mit Plastik-
gefallen oder —stopfen in BerUhrung kam. Fur den Transport der mit dem
eluierten Methanol gefullten Reagenzglaser zum Vakkumkonzentrator wurden
namlich zunachst handelsubliche Stopfen aus low-density Polyethylen benutzt,
um ein Uberschwappen der Flissigkeit zu verhindern. Bei einigen Proben
passierte es, daly wahrend des Transportes das Methanol mit dem Polyethylen
in BerUhrung kam. Da in unserer Arbeitsgruppe nicht bekannt war, dal® low-
density PE nur bedingt methanolbestandig ist und selbst ein kurzer Kontakt zu
einem zumindest fur die PDMS-Methode betrachtlichen Anteil an Verun-
reinigungen fuhrt, ergab sich das Phanomen, dal} bei einigen Proben Uber-
haupt keine Etoposid/Teniposid-Peaks mehr nachgewiesen werden konnten
(aufgrund von PE-Verunreinigungen), bei anderen wiederum ein gutes Mel}-
ergebnis erzielt wurde. Erst durch zeitaufwendiges Suchen und Herum-

probieren gelang es schliellich dieses Phanomen aufzuklaren.

Beim Literaturstudium wird deutlich, daf} low-density PE nur eine bedingte Be-
standigkeit gegenuber Alkoholen besitzt /Obe80/. Da PE prinzipiell ohne
Weichmacher hergestellt wird /Bar99/, mufte es sich bei den Verun-
reinigungen um andere Stoffe handeln. Offenbar bewirkte Methanol eine
Spaltung der Polymerketten, wodurch niedermolekulare Kettenbestandteile
herausgelost wurden. Diese beeintrachtigten die PDMS-Messung derart, daly
keine  Molekile  mehr  desorbiert wurden und folglich kein
Etoposid/Teniposid-Peak mehr beobachtet werden konnte. Stattdessen
tauchten andere Massenpeaks auf, die von der Interaktion der Analyten mit

den PE-Bestandteilen herruhrten oder die PE-Kettenbruchstucke darstellten.

Anders verhalt es sich mit high-density Polyethylen oder Polypropylen. Diese
Materialen, aus denen zum Beispiel die verwendeten Spitzen fur die

,Eppendorf‘-Pipetten hergestellt sind, sind bestadndig gegeniber Methanol
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/Obe80/. Das erklart, wieso der Umgang der mit Methanol eluierten Proben mit
~Eppendorf‘-Pipettenspitzen keinen stérenden Einflul® auf die PDMS-Messung
hatte.

4.5 Matrixpraparation

Die Entwicklung und der theoretische Hintergrund der matrixtnterstitzen Pra-
paration der Proben fir die PDMS wurde in Kapitel 4.1.4 bereits besprochen.
Wie dort schon erwahnt, erfullte eine Kombination aus Sucrose-Octaacetat
und Urotropin, die im UberschuR zur Probe gegeben werden, die
Anforderungen fur eine optimale quantitative Bestimmung von Etoposid mit

dem internen Standard Teniposid.

Die durch Vakuumkonzentration eingetrocknete Probe wurde in 50 yl einer
isovolamischen Loésung aus Diethylether p.a. und Chloroform p.a. gelost und
tropfenweise auf der Targetfolie eingetrocknet. Warmluft aus einem Geblase
unterstutzte den Eintrocknungsvorgang. Nach einer Versuchsphase wurde
festgestellt, dal® das beste Verfahren war, die Probe nur in kleinsten Tropfen
einzutrocknen, da sonst die Probensubstanz in erster Linie an den Aufen-
randern der Targetfolie auskristallisierte. Die Rander der Folie hatten namlich
Kontakt zum metallenen Folientrager, der durch seine deutlich hdhere Warme-
kapazitat ein sehr schnelles Eintrocknen bewirkte. Die Folienrander wurden
aber aufgrund der geometrischen Anordnung von Californium-Quelle und
Folientrager in der MeRapparatur nicht von den Spaltfragmenten erreicht, so
dal dort auch keine Desorption stattfinden konnte und die dort lokalisierten
Analyten fur die Messung folglich ,verlorengingen®. Um dies zu verhindern, hat

sich ein langsames Auftropfen mit einer 20 pl Pipette am besten bewahrt.

Anschlieend wurden 100 ug Sucrose-Octaacetat und 50 pg Urotropin in 30 pl
einer isovolamischen Ldsung aus Diethylether und Chloroform auf das Target
getropft und eingetrocknet. Danach wurden auf gleiche Weise 100 ug
Urotropin in 30 pl Chloroform auf das Target aufgebracht. Bei den beiden
letzten Schritten erwies es sich als glnstig, die Fllussigkeiten mit einer 100 ul

Eppendorf-Pipette zlgig auf die Targetfolie aufzutropfen, um eine gute
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Durchmischung der Matrixsubstanzen mit den Analyten zu erreichen. Der
weiter oben beschriebene Effekt der beschleunigten Eintrocknung der FlUssig-
keit am Rand der Folie nahe des Tragerrings war hierbei nicht so gravierend,
was am ehesten auf ein rascheres Kristallisationsverhalten der beiden Matrix-
substanzen zurlckzufuhren ist. Die wiederholten Losungs- und Eintrocknungs-
vorgange stellten insgesamt eine gute Durchmischung aller Substanzen

sicher.

4.6 Quantitative PDMS

Die massenspektrometrischen Messungen wurden an der PDMS-Apparatur
der Arbeitsgruppe Prof. Jungclas am Klinikum der Philipps-Universitat Marburg

im Forschungsbereich 3 durchgefuhrt.

Fiur die Beschleunigungsspannung wurde ein Wert von +8 kV (Probentrager
gegenuber geerdetem Gitter) gewahlt. Die Spannung am ,Multi Channel Plate*
Paar, das die Startdetektion Ubernahm, betrug 2,7 kV. Am Stoppdetektor
wurde eine Spannung von 3,3 kV angelegt. Mit diesen Einstellungen wurden
etwa 200 Startereignisse und je nach Probe 1200-2000 Stoppereignisse pro
Sekunde detektiert.

Fur die Aufnahme und Auswertung der Spektren wurde ein von Herrn Diplom
Physiker H.-W. Fritsch entwickeltes Programm (,Winmate®) auf einem PC
eingesetzt. Dieses Programm gestattet es, Flugzeitspektren aufzunehmen und
diese Uber eine Kalibrierung in Massenspektren (genauer: Masse pro Ladung
m/z) umzurechnen. Weiterhin lassen sich die Flachenintegrale im Bereich der
Peaks berechnen, im nachfolgenden auch ,Peakflachen® genannt. Die linke
und rechte Kanallage, die zur Begrenzung der Peakflache herangezogen wird,
lakt sich frei wahlen. Die Peakflache wird berechnet, indem die Inhalte der
Kanale, die innerhalb der gewahlten Grenzen liegen, addiert werden und an-

schliel3end ein definierter Untergrund abgezogen wird.

Die Messungen wurden jeweils gestoppt, wenn sowohl der Etoposid- als auch

der Teniposidpeak eine absolute Hohe von mindestens 800 Ereignissen
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erreicht hatten. Das entsprach einer Peakflache von etwa 10.000 Ereignissen.
Bei n Ereignissen betrdgt die statistische Unsicherheit n'?. Bei 10.000
Ereignissen  betragt die relative statistische Unsicherheit somit
n"?/n = 100/10.000 = 1%. Je nach Probe betrug die MeRzeit zwischen 30 min
und mehreren Stunden. Insbesondere die beiden letzten Proben einer Kinetik
mit geringer Etoposidmenge wurden meist Uber Nacht gemessen, um eine
ausreichend hohe Zahl von Ereignissen zu akquirieren. In Abbildung 3 ist ein
Massenspektrum als Beispiel dargestellt. Die den detektierten Massen zu-

geordneten Molekile sind dort aufgeflhrt.

| | ]
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Abbildung 3: Beispielspektrum mit Etoposid und Teniposid

Fur die Festsetzung der Grenzen bei der Peakflachenbestimmung gibt es un-
terschiedliche Verfahren. Zu beachten ist grundsatzlich, da} das gewahlite
Verfahren reproduzierbar sein muf® und innerhalb der Mel3reihe beibehalten
wird. Folgendes Verfahren hat sich fir die Berechnung der Peakflachen am
besten bewahrt: Zunachst wurde das Maximum des jeweiligen Peaks auf-

gesucht und dessen Kanalnummer bestimmt. Die rechte und linke Grenze der
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Peakflache wurde jeweils 20 Kanalnummern von der Peakspitze entfernt ge-
setzt. FUr jeden Kanal innerhalb der Peakflache wurde eine Untergrund-
korrektur durch Subtraktion eines festen Wertes durchgefuhrt. Dieser ergab
sich aus dem Inhalt des Kanals an der linken Grenze der Peakflache. Dieses

Verfahren war sehr gut reproduzierbar und wurde bei allen Proben angewandt.

Eine Kalibrierkurve wurde vor Beginn der Patientenmessungen angefertigt.
Definierte Mengen an Etoposid (1, 2, 5, 20, 50 und 100 pg) wurde dem Test-
plasma einer gesunden Person zugegeben und danach wie mit den Proben
der Patienten verfahren. Jede dieser Messungen wurde dreimal durchgeflhrt
und dann der Mittelwert gebildet. In Abbildung 4 wurde das gemessene Ver-
haltnis von Etoposid- und Teniposidpeakflachen als Funktion des nominellen
(molaren) Verhaltnisses von Etoposid und Teniposid aufgetragen. Eine ideale
Kalibriergerade (y=ax+b) hatte eine Steigung a von 1, einen
y-Achsenabschnitt b von 0 und einen Regressionskoeffizienten R von 1. Die
Ausgleichsgerade kommt an diese Vorgaben sehr gut heran (a=1,03;
b =0,03; R =0,9998).

Verhaltnis E/T gemessen

T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Verhaltnis E/T nominell

Abbildung 4: Kalibriergerade zwischen gemessenen und nominellen

Verhaltnis von Etoposid und Teniposid
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4.7 Messung von Etoposidphosphat

Prinzipiell 1al3t sich mit der PDMS-Methode auch Etoposidphosphat messen.
Die Molekularmassen differieren im Vergleich zum Etoposid um die Masse des
Phosphat-Restes. Da Etoposidphosphat aber vollig andere chemische Eigen-
schaften als Etoposid besitzt (z.B. Hydrophilie), miBte fir eine direkte
massenspektrometrische Detektion von Etoposidphosphat ein komplett neues
Extraktions- und Aufreinigungsverfahren entwickelt werden. Au3erdem mufite
eine geeignete Substanz gefunden werden, die als interner Standard ver-
wendet werden kann. Auch die in Kapitel 4.5 beschriebene Matrixpraparartion
kénnte mit den genannten Matrixstoffen nicht ohne weiteres auf Etoposid-
phosphat Ubertragen werden.

Eine mit den bewahrten Mitteln leicht durchzufuhrende Melimethode wurde
mit Herrn Diplom Chemiker M. Putz entwickelt. Zunachst wird das aufgetaute
und mit internem Standard versetzte Patientenplasma wie gewohnt einer
Chloroformextraktion unterzogen. Danach sind sowohl Etoposid als auch der
interne Standard Teniposid in der organischen Phase gelost. Das Etoposid-
phosphat aber befindet sich aufgrund der hydrophilen Eigenschaften weiterhin
in der wassrigen Phase. Die organische Phase wird, wie in Kapitel 4.4 bzw.
4.5 beschrieben, weiter aufbereitet. In die wassrige Phase wird nun ein im Ver-
haltnis zum EDTA-Inhalt Uberschu® Magnesium und Zink gegeben, um die im
Plasma vorhandene alkalische Phosphatase wieder zu aktivieren. Zusatzlich
wird kunstlich hergestellte alkalische Phosphatase hinzugegeben. Um eine
vollstandige Dephosphorylierung des Etoposidphosphates zu erreichen, wird
die Losung fur ca. eine halbe Stunde bei 37°C im Wasserbad temperiert. Im
Rahmen von Vorversuchen wurde festgestellt, da® das vorhandene Etoposid-
phosphat danach vollstandig metabolisiert ist. Nach diesem Vorgang kann wie
gewohnt der interne Standard Teniposid hinzugegeben werden und die
Messung nach dem bekannten Schema fortgesetzt werden. Die Vorversuche
hierzu wurden in freundlicher Zusammenarbeit mit Herrn Diplom Chemiker
M. Patz durchgefuihrt. Das Verfahren miufte vor einer routinemafRigen An-
wendung noch kalibriert werden, was im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr
moglich war.
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5 MeRergebnisse und Berechnung der pharmakokinet-
ischen Parameter

5.1 Gemessene Plasmakonzentrationen der Patienten

Tabelle 3 gibt eine Ubersicht Uber die gemessenen Etoposid-Plama-
konzentrationen der 30 Patienten. Auffallend ist, da® bei den Patienten Nr. 3,
4,7 und 12 15 min nach der Infusion mehr Etoposid im Blut zu messen war
als nach 2 min. Dies wird darauf zurickgefuhrt, dal® das Etoposidphosphat bei
der ersten Blutabnahme bei diesen Patienten noch nicht vollstandig
dephospohryliert war, so dal} trotz der Verteilungs- und Ausscheidungs-
vorgange die Etoposid-Konzentration bei der zweiten Blutabnahme groRer war
als bei der ersten. Grundsatzlich mufd man sich klar machen, daf® ein Prodrug
infundiert wird. Dieses wird zwar nach kurzer, aber doch endlicher Zeit in die
Wirkform metabolisiert /Bro95/Kre96/. Die Plasmahalbwertszeit von Etoposid-
phosphat wird mit T, <5 min angegeben /Kre96/Bud94/Tho95/Ses95/.
Gemessen wurde ausschliel3lich die Wirkform, also das Etoposid. Zu erwarten
ist also eine zunachst ansteigende Etoposid-Wirkstoffspiegelkurve aufgrund
der Dephosphorilierung des Etoposidphospates. Mit der Zeit wird immer
weniger Etoposid aus dem ,Etoposidphospat-Depot nachgeliefert®, bis Ver-
teilungs- und Ausscheidungseffekte Uberwiegen, die einen Abfall der Kurve
bewirken. Dieser setzt sich fort, bis alles Etoposid ausgeschieden bzw. ver-
stoffwechselt ist.
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Tabelle 3: Etoposid - Plasmakonzentrationswerte der Patienten in ug/ml zu

verschiedenen Zeiten post iniectionem, grau unterlegt: Maximalwerte

Patient 2 min 15 min | 30 min 1h 2h 4 h 8h
1 32,2 28,3 22,2 19,4 13,9 7,6 2,3
2 33,4 24,0 19,2 15,4 13,4 7,3 3,0
3 11,1 27,0 23,5 17,0 14,9 10,7 4,9
4 15,0 25,5 20,7 13,4 11,7 7.1 2,8
5 30,9 21,0 15,8 11,9 8,8 4,8 1,4
6 30,2 14,2 10,4 7,9 4,7 3,2 1,0
7 16,2 17,5 15,3 12,1 8,5 55 1,3
8 29,4 16,8 15,2 12,3 9,6 6,7 3,7
9 39,6 30,8 30,1 23,7 16,9 10,7 4,6
10 36,3 29,7 25,9 20,9 18,6 13 8,3
11 241 17,8 16,0 12,5 10,1 7,3 3,2
12 27,0 28,9 23,9 19,4 15,9 10,5 5,7
13 46,5 18,0 13,1 10,7 8,3 5,0 2,1
14 48,2 38,7 30,3 24,2 18,6 12,3 4,7
15 26,7 24.4 16,7 14,4 10,0 6,3 2,6
16 33,5 26,3 23,3 18,6 16,8 10,0 6,7
17 18,7 17,6 11,0 7,4 54 5,2 1,9
18 23,2 17,8 12,8 10,3 6,7 3,6 1,4
19 24,0 13,6 11,0 8,1 6,3 3,7 1,4
20 45,8 32,2 27,0 22,4 16,7 9,7 4,0
21 26,5 18,2 15,4 13,7 9,6 6,1 2,5
22 24,3 18,3 15,1 12,1 8,9 6,4 3,9
23 53,0 41,2 32,8 26,9 21,1 12,6 54
24 13,3 9,0 6,8 4,8 3,0 1,3 0,2
25 21,5 23,8 20,5 16,8 12,2 9,2 7,0
26 24,0 19,6 14,9 10,0 7,7 4,3 1,6
27 22,4 18,0 13,3 11,4 8,4 5,2 2,3
28 38,6 29,6 241 20,2 15,0 11,5 5,8
29 26,1 18,0 15,5 11,7 10,1 53 1,9
30 25,7 20,1 15,2 12,9 9,4 6,7 2,5
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Uber den Verlauf der Wirkstoffspiegelkurve des Etoposids bis zur zweiten
Blutabnahme kénnen unter Berlicksichtigung dieser Uberlegungen folgende

Aussagen getroffen werden:

e Beiden Patienten Nr. 3, 4, 7 und 12, bei denen nach 15 min mehr Etoposid
als 2 min nach Infusionsende im Blut gemessen wurde, wird das Maximum
der Wirkstoffspiegelkurve zwischen diesen beiden MeRpunkten erreicht.
Wann genau und wie hoch dieses ist, 1Bt sich nicht beurteilen. Diese
Patienten verstoffwechseln das Etoposidphosphat langsamer, was mit
interindividuellen  Unterschieden in der Aktivitat der alkalischen

Phosphatase zu erklaren ist /Kre96/.

e Bei den anderen Patienten liegt das Maximum der Wirkstoffspiegelkurve
mit grolder Wahrscheinlichkeit vor der ersten Blutabnahme. Es kann aber
auch, je nach individueller Plasmahalbwertszeit flr Etoposidphosphat,

zwischen der ersten und zweiten Blutabnahme liegen.

Will man den genauen Verlauf der Etoposid-Wirkstoffspiegelkurve in den
ersten 15 Minuten ermitteln, mussten innerhalb dieser Zeit alle ein bis zwei
Minuten eine Blutabnahme erfolgen. Dies ist nicht praktikabel und ware flr
den Patienten nicht zumutbar. Auch ware der Zugewinn an Genauigkeit fur die
Bestimmung der AUC nur gering, da sich die Veranderungen auf ein im Ver-
gleich zum Gesamtverlauf sehr kurzes Zeitintervall beziehen (siehe auch
Kapitel 5.2).

5.2 Berechnung der pharmakokinetischen Parameter

Die Kinetik von intravenos appliziertem Etoposid kann mit einem Zwei-
Kompartiment-Modell beschrieben werden. Dies beinhaltet ein zentrales und
ein peripheres Kompartiment, die in Verbindung miteinander stehen. Das
Pharmakon wird in das zentrale Kompartiment infundiert. Der Infusion folgt
eine rasche Verteilungsphase in das periphere Kompartiment. Nach Erreichen

des Gleichgewichtes zwischen zentralem und peripherem Kompartiment wird
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die Konzentration des Pharmakons in erster Linie von dessen Abbau bestimmt
(Eliminationsphase). Mathematisch folgt die Plasmakonzentration c(t) einem

biexponentiellen Verlauf:

c(t)=A-exp(—a-t)+B-exp(-p-t)

Hierbei sind A und B die Ordinatenabschnitte der Exponentialfunktionen zum
Zeitpunkt t =0, o die Verteilungskonstante und p die Eliminationskonstante
/Mut86/. In beide Konstanten gehen jeweils sowohl Verteilungs- als auch
Eliminationsvorgange ein. o charakterisiert jedoch vorwiegend die Verteilung
(schneller Abfall zu Beginn der Infusion) und  vorwiegend die Elimination

(langsamer Abfall nach Verteilung) /Mut86/.

Die Parameter A, B, a, B wurden den gemessenen Plasmakonzentrationen mit
Hilfe einer biexponentiellen Regression moglichst gut angepal3t. HierfUr wurde
das Programm Origin® verwendet. Ein typischer Verlauf der Plasma-
konzentration mit entsprechendem biexponentiellen Fit ist in Abbildung 5 dar-

gestellt. Es handelt sich hierbei um Patient Nr. 5.

Ein Problem ergab sich fur die vier Patienten, bei denen die Plasma-
konzentration zum Zeitpunkt der ersten Blutabnahme unter der der zweiten
Abnahme lag (Patienten Nr.3,4,7,12). In diesen Fallen konnte der
2-Minuten-Wert (1. Blutabnahme) nicht zur Anpassung an den bi-
exponentiellen Verlauf herangezogen werden, da die Verteilungsphase erst ab
dem Zeitpunkt der nahezu vollstandigen Dephosporylierung des Etoposid-
phosphates als solche gewertet werden kann. Dieser Zeitpunkt liegt bei den
genannten vier Patienten aber zwischen der ersten und zweiten Blutabnahme
(siehe Kapitel 5.1). (Naturlich verteilt sich vorhandenes Etoposid im Plasma
auch schon vorher, unabhangig vom Beginn der eigentlichen Verteilungs-
phase). Bei diesen vier Patienten konnte der Fit folglich statt mit sieben nur mit

sechs MefRpunkten durchgefihrt werden. Um dieses Problem bei kinftigen
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Studien zu umgehen sollte entweder das Pharmakon Uber eine langere Zeit
infundiert werden (z.B. 5 Minuten statt 2) oder eine zusatzliche Blutabnahme

nach z.B. 5 Minuten erfolgen.
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Abbildung 5: Zeitlicher Verlauf der Etoposid-Plasmakonzentration bei
Patient 5

Die Flache unter der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve (area under the curve,
AUC) entspricht dem zeitlichen Integral Uber die biexponentielle Funktion in

den Grenzen von Null bis Unendlich:

AUC = j c(t) dt = j {A exp(—a.-t) + B exp(—f - t)}dt
0 0
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FUhrt man die Integration aus und setzt die Grenzen ein, ergibt sich:

AUC:A+%

Mithilfe der durch das Programm Origin® ermittelten Parameter A, B, oo und 8

laldt sich so die AUC berechnen.

Bei den Patienten Nr. 3, 4, 7, 12 konnte, wie oben beschrieben, der erste
MeRpunkt nicht fur den Fit herangezogen werden. Die Wirkstoffspiegelkurve
zeigte hier erst ab der zweiten Blutabnahme einen biexponentiellen Abfall. Um
aber den Beitrag zur AUC zwischen der ersten und zweiten Blutabnahme zu
berlcksichtigen, wurde naherungsweise ein linearer Anstieg zwischen den
ersten beiden MeRpunkten zugrunde gelegt. Die Flache AUC (c4<->c,) unter

der Geraden, die zwei Melpunkte ¢, und ¢, verbindet, berechnet sich dann zu:

Ci1+Co
2

T

AUC(C1 <=-> C2):

Die Zeit T stellt hierbei den zeitlichen Abstand der beiden MelRpunkte dar. Die
berechneten AUC-Werte fur alle Patienten sind in Tabelle 4 aufgefuhrt.

Aus den Fitparametern IaRt sich auch die Flache unter der ersten Moment-
kurve (area under the moment curve, AUMC) berechnen. Diese berechnet
sich als Integral in den Grenzen von Null bis Unendlich Uber das Produkt aus

Plasmaspiegelkurve c(t) und Zeit t:

AUMC = jc(t).t dt = I{A~exp(—o¢-t)+B -exp(=B-t)} -t dt
0 0
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Nach Ausfuhren der Integration und Einsetzen der Grenzen, ergibt sich:

A B
_+_

AUMC =
a2 p2

Nun laldt sich die mittlere Verweildauer MRT (mean residence time) des

Pharmakons berechnen:

AUMC
AUC

MRT =

Die Gesamtkorperclearance Cl als Maly fur das pro Zeiteinheit von dem
Pharmakon geklarten (virtuellen) Plasmavolumen berechnet sich aus der

infundierten Dosis D des Pharamkons und der AUC zu:

D

Cl=—
AUC

Das Verteilungsvolumen V¢ des Pharmakons im steady-sate, also nach Ein-
stellung des Verteilungsgleichgewichtes ergibt sich aus der Clearance und der

mittleren Verweildauer zu:

Vg =CI-MRT

Eine Ubersicht tUber die berechneten Werte der pharmakokinetischen GréRen
gibt Tabelle 4. Um die Werte fur die Clearance vergleichen zu kdnnen, wurden
sie durch die Korperoberflache der Patienten (KOF) dividiert. Es wurde zu-
satzlich eine Spalte mit den auf 100 mg/m? Dosierung normierten Werten der
AUC eingefugt (AUC,).
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Tabelle

4:
[AUC] = min*ug/ml,
[KOF] = m?, [Vss] = |

Pharmakokinetische
[AUMC] = min®*pg/ml

Grolden

[A,B] = ug/mli,

[CI] = ml/min/m?,

[MRT] = min,

[a,8] = min™,

Pat. A a B B AUC | AUC, | AUMC | MRT | CI/KOF | Vg
1 7,85 | 0,0494 | 24,61 | 0,0049 | 5.177 | 4.276 | 1,03E+06 | 198 23,4 8,8
2 [13,72|0,0770 | 19,76 | 0,0039 | 5.227 | 5.314 | 1,29E+06 | 247 18,8 8,5
3 8,17 | 0,0425 | 19,13 | 0,0028 | 7.374 | 7.374 | 2,62E+06 | 342 13,6 9,7
4 110,14 |0,0458 | 15,59 | 0,0035 | 4.956 | 6.195 | 1,29E+06 | 260 16,1 7,5
5 |15,25]0,0684 | 15,64 | 0,0050 | 3.369 | 4.107 | 6,36E+05 | 189 24,3 9,0
6 |19,27|0,1163 | 10,93 | 0,0058 | 2.064 | 2.932 | 3,31E+05 | 161 34,1 7,8
7 3,76 | 0,0331 | 13,80 | 0,0045 | 3.398 | 3.399 | 6,85E+05 | 202 29,4 10,7
8 7,57 | 0,0457 | 13,69 | 0,0029 | 4.936 | 4.936 | 1,67E+06 | 337 20,3 13,7
9 |11,19]0,0382 | 27,60 | 0,0039 | 7.359 | 3.741 | 1,82E+06 | 247 26,7 12,1
10 | 13,08 | 0,0444 | 23,19 | 0,0022 | 10.722 | 5.951 | 4,70E+06 | 438 16,8 |16,3
11 | 8,90 | 0,0639 | 15,08 | 0,0032 | 4.856 | 4.857 | 1,48E+06 | 304 20,6 10,0
12 | 7,69 | 0,0504 | 21,23 | 0,0029 | 7.732 | 5.155 | 2,46E+06 | 318 19,4 12,3
13 132,88 |0,1424 | 13,63 | 0,0042 | 3.474 | 4.343 | 7,73E+05 | 223 23,0 10,3
14 120,27 | 0,0462 | 28,10 | 0,0036 | 8.270 | 3.474 | 2,19E+06 | 265 28,8 16,0
15 112,94 | 0,0304 | 14,36 | 0,0035 | 4.559 | 4.560 | 1,20E+06 | 264 21,9 (11,6
16 | 11,51 | 0,0568 | 21,93 | 0,0028 | 8.147 | 8.148 | 2,88E+06 | 354 12,3 8,2
17 113,30 | 0,0291 | 6,39 | 0,0019 | 3.777 | 5.194 | 1,74E+06 | 461 19,3 14,6
18 | 11,18 | 0,0483 | 12,13 | 0,0049 | 2.720 | 2.285 | 5,16E+05 | 190 43,8 (13,9
19 113,03 |0,1015 | 10,97 | 0,0046 | 2.504 | 3.281 | 5,16E+05 | 206 30,5 (11,9
20 [16,91|0,0911 | 28,82 | 0,0045 | 6.630 | 4.421 | 1,44E+06 | 218 22,6 9,8
21 | 9,47 | 0,1180 | 17,06 | 0,0044 | 3.999 | 3.999 | 9,01E+05 | 225 25,0 10,7
22 | 11,86 |0,0437 | 12,37 | 0,0026 | 5.069 | 5.069 | 1,87E+06 | 368 19,7 15,3
23 | 20,54 | 0,0574 | 32,57 | 0,0038 | 8.829 | 3.532 | 2,21E+06 | 250 28,3 11,3
24 | 6,04 |0,0683 | 7,20 | 0,0073 | 1.076 | 1.076 | 1,37E+05 | 127 929 (224
25 | 15,58 | 0,0245 | 13,37 | 0,0014 | 10.182 | 13.707 | 6,84E+06 | 672 7,3 8,6
26 | 13,46 | 0,0336 | 10,82 | 0,0038 | 3.246 | 4.344 | 7,61E+05 | 234 23,0 10,3
27 | 9,64 | 0,0494 | 12,95| 0,0037 | 3.695 | 4.928 | 9,50E+05 | 257 20,3 10,4
28 |16,73|0,0504 | 21,83 | 0,0028 | 8.133 | 5.423 | 2,79E+06 | 344 18,4 12,7
29 | 9,99 |0,0893 | 16,05 | 0,0045 | 3.713 | 3.713 | 8,09E+05 | 218 26,9 9,7
30 | 11,22 | 0,0522 | 14,59 | 0,0035 | 4.404 | 4.404 | 1,21E+06 | 274 22,7 12,4
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Die Daten dieser Untersuchung werden im folgenden mit vorhandenen Daten
aus derselben Arbeitsgruppe verglichen. Hierzu wird in Tabelle 5 ein
Mittelwertvergleich mit drei Datensatzen von Etoposidkinetiken der Marburger
Arbeitsgruppe Klinische Pharmakologie/ Massenspektrometrie durchgeflhrt.
Bei diesen drei Studien /Hol96/K6h92/PfI93/ wurde unphosporiliertes Etoposid
in Dosierungen zwischen 50 mg/m? und 800 mg/m? als Infusion Uber 30 - 90
Minuten appliziert. Die Voraussetzungen sind also, insbesondere was die
Infusionszeiten angeht, nicht ganz vergleichbar. Wegen der identischen
Bioverflgbarkeit von Etoposid und Etoposidphosphat /BMS93/ sollte jedoch
die AUC vergleichbar sein. Verglichen wird hier die auf 100 mg/m? normierte
AUC (AUC,,).

Tabelle 5: Vergleich der Mittelwerte pharamkokinetischer Daten dieser Studie

mit  frGheren  Veroffentlichungen.  [AUC,] = min*ug/ml,  [MRT] = min,
[CI/KOF] = ml/min/m?, [Ves] = |
hier /Hol96/ IK6h92/ IPf193/
AUC, 4805 £ 2176 4715 £ 782 4494 + 1060 5430 £ 1740
MRT 280 + 107 383 + 34 372 + 104 402 + 84
CI/KOF 25,0+ 14,6 22+3 23+5 19+5
Vss 6,1+1,6 78113 70+1.3 6,827

Es zeigt sich, dal die Werte fur die AUC,, ,die Clearance und das Verteilungs-
volumen vergleichbar sind. Lediglich die hier gemessene mittlere Verweildauer
MRT differiert etwas von den alteren Datensatzen. Der Grund daftir kdnnte die
deutlich kurzere Infusionszeit bei Verwendung von Etoposidphoshat sein.
Aufgrund der Ahnlichkeit der Daten, insbesondere was die AUC angeht, kann
davon ausgegangen werden, dafl® die in dieser Arbeit gewonnenen Daten

reprasentativ fur ein groRes Patientenkollektiv sind (siehe auch Kapitel 6.3.3).
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6 Limited Sampling Modell

6.1 Ziel des Modells

Die Dosierung von Zytostatika, wie dem in dieser Studie verwendeten
Etoposid, muf individuell an jeden Patienten angepasst werden, da Neben-
wirkungen zu erwarten sind, die bei Uberdosierung leicht bis zum Tode des
Patienten z.B. durch Knochenmarkaplasie (totaler Ausfall der blutbildenden
Zellen) flhren konnen. In der Pharmakologie spricht man in diesem
Zusammenhang von ,therapeutischer Breite“ des Pharmakons. Diese Grolie
ist ein Mal fur die Sicherheit zwischen therapeutischer und toxischer Wirkung
/Mut86/. Zytostatika haben eine geringe therapeutische Breite, da der Wirk-
spiegel der Substanz aufgrund der Gefahr von gravierenden Nebenwirkungen
nicht zu hoch sein darf. Auf der anderen Seite verbietet sich bei der Tumor-
therapie aber auch eine ,sicherheitshalber” zu geringe Dosierung, die zu einer
Resistenzbildung der Tumorzellen gegentuber dem Medikament und damit
zum Wirkverlust fihren kann, was fatale Folgen flr den Patienten hatte. Nicht
nur Zytostatika, sondern z.B. auch herzwirksame Medikamente wie Glykoside
oder Asthmamedikamente wie Theophyllin haben eine geringe therapeutische
Breite. Eine Therapie mit diesen Medikamenten erfordert generell eine genaue
Uberwachung und Anpassung der Dosierung. Die fiur die Therapie von
malignen  Erkrankungen ausgearbeiteten, international verwendeten
Behandlungsprotokolle sehen daher eine Berechnung der Zytostatikadosis
nach der Korperoberflache des Patienten vor. Die Oberflache wird aus der
Korperlange und dem Korpergewicht anhand einer Formel bestimmt /Dub16/.
Die alleinige Berlcksichtigung der Kérperoberflache kommt dem Ziel einer ge-
nauen Kontrolle der Therapie zwar naher. Winschenswert sind aber weiter-
gehende Malnahmen, um die individuell unterschiedlichen Bedingungen des
Patienten wie z.B. die individuelle Stoffwechsellage oder Organfunktion besser
zu berilcksichtigen. Es konnte z.B. gezeigt werden, dal} eine verminderte
Nierenfunktion die Pharmakokinetik von Etoposid stark beeinfludt /PfI87/Pfl93/.

Zu wunschen ist also ein individuelles ,Drugmonitoring” flr jeden Patienten.
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Fur eine ganze Reihe von Medikamenten stehen in der klinischen Praxis
Methoden zur Verfigung, die eine routinemafige Kontrolle der Blutspiegel ge-
statten. Als Beispiel seien hier die oben erwahnten herzwirksamen Glykoside
oder das Asthmamedikament Theophyllin erwahnt. Der prinzipielle Unter-
schied zu den Zytostatika besteht hierbei jedoch in der Dauer der Anwendung.
Die genannten Arzneimittel werden in der Regel als Dauermedikation an-
gesetzt, die zum Ziel hat, einen konstanten Wirkspiegel beim Patienten zu er-
reichen bzw. zu erhalten. Fur eine Kontrolle der Dosierung reicht damit die
Entnahme einer einzelnen Probe. Ein Zytostatikum hingegen wird innerhalb
eines vorgeschriebenen Schemas in bis zu 6 aufeinanderfolgenden Zyklen an
jeweils maximal 5 Tagen appliziert. In den behandlungsfreien Intervallen
(zwischen den Zyklen), die u.a. fur die Regeneration des Knochenmarks
notwendig sind, wird die Therapie unterbrochen. Punktuelle Aussagen Uber
einzelne Wirkspiegel sind in diesem Fall keinesfalls hinreichend, um die
individuelle Dosierung einschatzen zu konnen bzw. Aussagen Uber das Aus-
malf} der Nebenwirkungen machen zu kénnen /Eva82/Ben84/Ben87/Ste85/.
Erst durch die Aufnahme des Wirkspiegels Uber einen langeren Zeitraum (z.B.
8 Stunden) kann abgeschatzt werden, ob die Dosierung im gewlnschten Be-
reich liegt, d.h. maximal mdgliche Menge an zytostatischer Substanz bei
gerade noch tolerablen Nebenwirkungen. Fur Etoposid konnte ein Zusamme-
nhang zwischen der AUC und der Myelotoxizitat (Knochenmarkschadigung)
hergestellt werden /Ste85/. Da die Myelotoxizitat mit ihren Folgen als die
schwerste Nebenwirkung der Tumortherapie durch Zytostatika betrachtet
werden kann, eignet sich die AUC damit als pradiktiver Faktor, um erwunschte

bzw. unerwunschte Wirkung einer Etoposidtherapie abschatzen zu konnen.

Die Bestimmung der AUC ist allerdings ein groflder Aufwand. Neben den Uber 8
Stunden verteilten wiederkehrenden Blutabnahmen ist besonders der Aufwand
an Laborarbeit durch die Aufreinigungsschritte und die Dunnschicht-
chromatographie betrachtlich. Nicht zuletzt erforderte die reine Mel3zeit der bis
zu 8 Proben in der PDMS-Apparatur, durch die geringe Aktivitat der

Californium-Quelle bedingt, einen immer grofleren Zeitaufwand. Eine
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komplette Patientenkinetik konnte in der Regel erst nach zwei Tagen fertig-
gestellt werden. Der aktuelle Therapiezyklus des Patienten war dann in der
Regel schon beendet, so dal} es nicht mdglich war, die Ergebnisse der
Messung flr eine Prazisierung der Dosierung innerhalb des aktuellen Zyklus
zu berucksichtigen. Das Verfahren ist somit aufgrund des materiellen und vor
allem zeitlichen Aufwandes nicht als Routineverfahren in der Klinik einsetzbar.
Wunschenswert ist eine Optimierung der Methode, so dal} die Anzahl der
Messungen pro Kinetik reduziert werden kann, ohne jedoch an Genauigkeit
bei der Bestimmung der AUC zu verlieren. Dadurch kénnten in Zukunft alle
Patienten vom Vorteil einer individuellen Dosisiberwachung profitieren. Die
Therapie wuirde bei vertretbarem personellen und materiellen Aufwand

entscheidend verbessert werden

6.2 Mathematischer Ansatz

Wie oben beschrieben ist das Ziel des hier vorgestellten Limited Sampling
Modells (im folgenden auch LSM bezeichnet), die Anzahl der Mel3punkte flr
die Bestimmung der AUC zu reduzieren. Man konnte also versuchen, einige
der 8 MelRpunkte einfach wegfallen zu lassen in der Annahme, dal} sie den
biexponentiellen Fit der Wirkstoffspiegelkurve nur wenig beeinflussen und
damit fur die Bestimmung der AUC zu vernachlassigen sind. Dieses Verfahren
erweist sich jedoch als schwierig, da nicht bekannt ist, welche der MelRpunkte
zu vernachlassigen sind und welche fur die Bestimmung der AUC besonders
wichtig sind. Es stellt sich somit die Frage nach dem Einfluly der MefRpunkte
einer jeweiligen Kinetik auf die Hohe der AUC. Dieser laldt sich berechnen,
indem bei einer bereits bekannten Patientenkinetik eine statistische
Korrelation zwischen den MefRpunkten, aus denen die AUC bestimmt wurde,
und der AUC durchgefuhrt wird. Stellt sich dabei heraus, dalk es Mel3punkte
gibt, die allein oder in Kombination mit anderen die AUC hinreichend vorher-
sagen, so lalt sich eine Formel entwickeln, mit deren Hilfe man die AUC an-

hand dieses einen Wertes bzw. der wenigen Werte abschatzen kann. Somit
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ware das Ziel einer Reduzierung der Mel3punkte und damit einer Verringerung

der notwendigen Blutproben und deren Bestimmung erreicht.

Um die Vorhersagequalitat bestimmter MeRzeitpunkte des Plasmaspiegels c(t)
in Hinblick auf die AUC zu bestimmen, bietet sich die lineare Regressions-
analyse als mathematisches Verfahren an. Diese Methode ist ein Standard-
verfahren in der Statistik, mit deren Hilfe man eine Gleichung aufstellen kann,
die daruber Aussage gibt, welcher Anteil der ZielgroRe durch die Einfluf3-
groflen bestimmt wird. Numerisch drickt sich dieses Mall im Korrelations-
koeffizienten (r bzw. r?) aus, durch den der durch die EinfluBgroRen erklarte
Anteil der Varianz der Zielgrof3e angegeben wird. Im Idealfall (Zielgrof3e kann
vollstandig durch die EinflulRgrole beschrieben werden) ist r=1. Stehen
Zielgrolle und EinfluRgrolRe in keinem Zusammenhang ist r=0. Zwischen
EinfluRgréfRe c(t) und ZielgroRe AUC wird ein linearer Zusammenhang
zugrunde gelegt, der sich im Falle einer EinfluldgroRe bzw. Pradiktorvariable in

folgender Gleichung ausdricken laft:

AUC =a-c(t)+b

Dabei sind a und b die zu berechnenden Regressionsparameter. In dieser
Untersuchung ist die Zielgrole die AUC, der Pradiktor ist die Plasma-
konzentration ¢ zu einem festen gewahlten Zeitpunkt t. Tragt man diese Werte
fir jeden Patienten graphisch gegeneinander auf, so entsteht eine Punkt-
wolke. Die lineare Regression berechnet anhand der Methode der kleinsten
Fehlerquadrate daraus die Gerade, die sich am besten an die Punktwolke
anpaldt, also die beste lineare Beschreibung des Zusammenhangs der
Variablen darstellt /Bor93/. Hierbei stellt b den Abschnitt auf der y-Achse und a
die Steigung der Geraden dar. Der sich aus diesem Vorgehen ergebende
Korrelationskoeffizient r wird Pearson’s Produkt Moment Korrelations-

koeffizient genannt.
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Will man den EinfluR von mehreren MeRwerten, also die Plasma-
konzentrationen von mehreren Zeitpunkten, auf die AUC berechnen, wird das
Verfahren der multiplen linearen Regression angewendet. Hiermit 1af3t sich die
Korrelation zwischen der Zielgrole AUC und mehreren EinfluRgréfien
(Plasmakonzentrationen einer Kinetik zu unterschiedlichen Zeitpunkten)

ermitteln. Man erhalt eine Schatzgleichung der Form

AUC = aq 'C(t1)+ as 'C(t2)+b

Hierin sind a4, a, und b die berechneten Regressionsparameter, c(t;) und c(t,)
die Plasmakonzentrationen einer Kinetik zu unterschiedlichen Zeitpunkten.
Der sich ergebende Korrelationskoeffizient wird multipler Korrelations-

koeffizient R genannt.

6.3 Statistische Voraussetzungen

Um ein statistisches Modell zu entwickeln, geht man in zwei Schritten vor. Im
ersten Schritt wird die Behauptung aufgestellt, also das Limited Sampling
Modell (LSM) anhand eines ersten Patientenkollektivs entwickelt. Im zweiten
Schritt wird die Behauptung dann auf ihre Glltigkeit anhand eines weiteren
Patientenkollektivs Uberpruft. Erst wenn das LSM am zweiten Patienten-
kollektiv validiert wird, ist die Gdlltigkeit bewiesen. Es werden also zwei
voneinander unabhangige Versuchsgruppen benétigt. Mit der ersten Gruppe,
der Trainingsgruppe, wird das LSM aufgestellt und anschlieRend an der
zweiten Gruppe, der Testgruppe validiert. Eine Gruppengrof3e von jeweils 15
Patienten pro Gruppe hat sich bewahrt /Eks90/11i85/Lau89/. Insgesamt wurden
also 30 Patienten in die Studie aufgenommen. Die Zuteilung zu der Trainings-
bzw. Testgruppe erfolgte nach dem Zufallsprinzip, indem die ungeraden
Patientennummern der Trainingsgruppe und die geraden der Testgruppe zu-
geordnet wurden. Damit ist gewahrleistet, dal® beide Gruppen statistisch un-

abhangig voneinander sind.
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Fir die Berechnung des LSM nach der oben beschriebenen Methodik
(Produkt Moment Korrelation) ist es auRerdem notwendig, dal} die Variablen in
den Stichproben einer normalverteilten Grundgesamtheit entstammen. Bei
einer Pearson Produkt Moment Korrelation mul} streng genommen von einer
bivariaten Normalverteilung ausgegangen werden, die in der Praxis durch die
Uberpriifung der Normalverteilung der einzelnen Variablen getestet wird.
Ferner muld gezeigt werden, dal} beide Gruppen aus der gleichen Grund-
gesamtheit stammen und dal® das in dieser Studie verwendete Patienten-
kollektiv eine reprasentative Gruppe flr die Gesamtheit der mit diesem
Medikament behandelten Patienten ist. Damit ist gezeigt, da® die Daten tat-
sachlich der Grundgesamtheit (Patienten, die Etoposid erhalten) entstammen,

uber die eine Aussage gemacht werden soll.

6.3.1 Tests auf Normalverteilung

Voraussetzung fur die Entwicklung eines LSM mit Hilfe eines Trainings- und
eines Testdatensatzes ist, dal} beide Datensatze normalverteilt sind. Die
Prifung erfolgte mit dem Kolmogoroff-Smirnoff-Anpassungstest, wobei das
kritische Signifikanzniveau bei p = 0,1 festgesetzt wurde. Dieser Test deckt
besonders bei kleinen Stichproben Abweichungen von der Normalverteilung
eher auf als der sonst Uibliche y-Anpassungstest /Sac90/. Streng genommen
setzt der Kolmogoroff-Smirnoff-Test stetige Verteilungen voraus. Er ist jedoch
auch bei diskreten Verteilungen anwendbar /Con72/. Die Verteilung der Daten
fur die AUC und die Plasmakonzentrationen ¢ zu unterschiedlichen
Zeitpunkten wurden jeweils in der Trainings- und in der Testgruppe getestet.
Hierfiir wurde das Statistikprogramm SPSS® verwendet. Ist die asymptotische
Signifikanz groRer als 0,1, so ist mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 10%
davon auszugehen, dald es sich um eine Normalverteilung handelt. Da alle
Signifikanzniveaus grofRer als 0,1 waren, ist davon auszugehen, daf bei allen
Daten eine Normalverteilung vorlag. In Tabelle 6 und 7 sind die Ergebnisse

aufgefuhrt.
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Tabelle 6: Kolmogoroff-Smirnoff-Anpassungstest auf Normalverteilung in der

Trainingsgruppe (15 Patienten)

MeRgroRe AUC | C (15min) |C (3omin) | C (1h) C@2h) C 4h) Ch)

Asympt.

.l 0,479 | 0,291 0,286 | 0,731 0,311 0,542 | 0,277
Signifikanz

Tabelle 7: Kolmogoroff-Smirnoff-Anpassungstest auf Normalverteilung in der

Testgruppe (15 Patienten)

MeRgroBe | AUC | C (15min) [C (30min) | C(1h) | C@h | C@n | C@h
Asympt. | 095 | 0963 | 0716 | 0,020 | 0,941 | 0,959 | 0,992
Signifikanz

6.3.2 Test der Stichproben auf gleiche Herkunft

Das am Trainingsdatensatz entwickelte LSM wurde anhand des Test-
datensatzes validiert. Dies ist nur dann mdglich, wenn vorher gezeigt wird, daf
beide Datensatze der gleichen Grundgesamtheit entstammen. Die beiden
Stichproben wurden hierzu mit dem Vergleichstest fur zwei unabhangige
Stichproben nach Kolmogoroff und Smirnoff auf einem Signifikanzniveau von
10 % verglichen. Dieser Test gilt als scharfster Homogenitatstest. Er erfal3t
Unterschiede der Verteilungsformen aller Art, insbesondere Unterschiede der
zentralen Tendenz (Mittelwert, Median), der Streuung und der Schiefe
/Sac90/. Da die Datensatze an verschiedenen Patienten gewonnen wurden, ist
die statistische Unabhangigkeit als Voraussetzung fur die Anwendung des
Testes gegeben. Es ist anzunehmen, dal die Datensatze aus der gleichen
Grundgesamtheit entstammen, wenn die asymptotische Signifikanz bei dem
Test jeweils groRer als 0,1 ist. Die Berechnungen wurden mit Hilfe des

Statistikprogramms SPSS® durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, daR alle
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Datensatze der Trainings- und der Testgruppe der gleichen Grundgesamtheit

entstammen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 aufgefihrt.

Tabelle 8: Kolmogoroff-Smirnoff-Test fur zwei unabhangige Stichproben

MeBRgroBe | AUC | C (15min) [C (30min) | C¢1h) | C@hn | C@n | C@h
Asympt. | 400 | 0e60 | 0925 | 0925 | 0660 | 0375 | 0375
Signifikanz

6.3.3 Reprasentation der Stichprobe

Die Ergebnisse des zu entwerfenden Limited-Sampling-Modells sollte auf auf

alle Patienten, die Etoposidphosphat erhalten, Ubertragbar sein. Hierfur muf3

gezeigt werden, dal} die ausgewahlten

Stichproben reprasentativ fur die

Gesamtheit der Patienten ist. Folgende Fakten belegen die Richtigkeit dieser

Annahme:

Die Patienten wurden nach dem Zufallsprinzip ausgewahlt, indem alle
verfugbaren Patienten, die mit Etoposidphosphat behandelt wurden, in
einem Zeitraum von einigen Monaten in die Studie mit aufgenommen
wurden. Es wurde nicht vorher selektiert. Weiterhin gibt es keinen Anhalt
dafur, dal} die in der Marburger Uniklinik behandelten Patienten aufgrund
ihrer Krankheit oder sonstigen Merkmalen vorselektiert sind. Somit wurde
die Stichprobe rein nach dem Zufallsprinzip erhoben und es besteht kein

Anhalt daflr, dald die Stichprobe nicht die Grundgesamtheit reprasentiert.

In Kapitel 5.2 wurden die pharmakokinetischen Daten dieser Untersuchung
mit drei frUheren veroffentlichten Studien verglichen. Hierbei ergab sich
kein Anhalt flr systematische Unterschiede, insbesondere im Hinblick auf
die AUC.

6.4 Modellentwicklung mit linearer und multipler Regression

Es werden zunachst eine Regressions- und anschlieRend eine Korrelations-

analyse am Trainingsdatensatz durchgefuhrt. Hierdurch wird der lineare
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Zusammenhang zwischen den gemessenen Plasmakonzentrationen und der
AUC aufgezeigt. Dazu werden bei den 15 Patienten der Trainingsgruppe die
EinfluRgrofle Plasmakonzentration zu einem Zeitpunkt c(t) mit der jeweiligen
Zielgrélie AUC Kkorreliert und eine univariate Regressionsgleichung errechnet.
Je naher der Korrelationskoeffizient r zwischen Plasmakonzentration und AUC
beim Wert 1 liegt, desto groler ist der lineare Zusammenhang zwischen
beiden Groflen und desto besser wird sich die EinfluRgroRe fur die Vorher-
sage der AUC eignen. Es ergeben sich auf diese Weise 8 unterschiedliche
univariate Regressionsgleichungen, die je nach Korrelationskoeffizient ein

mehr oder weniger gutes Schatzmodell fur die AUC erwarten lassen.

Dieses Vorgehen wird dann mit sukzessiv gesteigerter Pradiktorenanzahl
durchgefluhrt, so dal} sich ebenfalls die 2- und 3-faktoriellen Schatzmodelle fur
die Trainingsstichprobe vergleichen lassen. Die interessierende Grofe ist bei
mehreren Pradiktoren der multiple Korrelationskoeffizient R. Das Quadrat von
R gibt den Anteil der Varianz der Zielvariable AUC an, die durch die Pradikto-

ren erklart werden .

Es kann aufgrund von Interkorrelationen bzw. sog. Suppressionseffekten zu
unerwarteten Veranderungen kommen, so dal} nicht unbedingt die Pradiktoren
mit der hochsten univariaten Korrelation als beste mulitvariate Pradiktor-
kombination angenommen werden durfen. Es ist also erforderlich, bei jedem
Schritt die Variablenkombinationen neu zu betrachten. Durch die sukzessive
Erhdhung der Pradiktorenanzahl kann aul3erdem festgestellt werden, wie sich
der erklarte Varianzanteil durch mehr Pradiktoren (also mehr Mel3zeitpunkte)
erhoht. Somit wird der Informationszugewinn durch Hinzunahme einer

weiteren Messung numerisch abgebildet.

Die aus dem Trainingsdatensatz ermittelten Regressionsmodelle mit jeweils
einer EinfluRgroRe werden sodann am Testdatensatz validiert. In der Test-
gruppe befinden sich ebenfalls 15 Patienten, deren AUC nach der
,gewohnlichen® Methode mit jeweils 8 PlasmakonzentrationsmelRwerten

bestimmt wurden. Zusatzlich wurde bei diesen Patienten die AUC nach den
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mit Hilfe des Trainingsdatensatzes ermittelten Regressionsgleichungen
geschatzt, indem jeweils ein Plasmakonzentrationswert der Testpatienten in
die oben beschriebene Regressionsgleichung eingesetzt wurde. Die
geschatzten AUC-Werte lieRen sich dann mit den ,wahren®, empirischen
Daten fur die AUC vergleichen. Die Schatzung ist als gut zu bewerten, wenn
geschatzter und empirisch erhobener Wert nur wenig voneinander abweichen.
Um ein MaR fiir die Ubereinstimmung zu erhalten, wird eine Korrelations-
analyse zwischen geschatzten und der empirischen Wert durchgefthrt. Der
daraus resultierende Korrelationskoeffizient r stellt dann dar, wie gut der

geschatzte Wert der AUC den empirischen voraussagen kann.

Um die stichprobenunabhangige Qualitat dieser Schatzung zu verifizieren,
wird die Ubereinstimmung der Voraussageféhigkeit in der Trainingsstichprobe
mit der Voraussagefahigkeit in der Teststichprobe mit Hilfe eines weiteren
statistischen Tests verglichen. Die zu vergleichenden Werte sind der
Korrelationskoeffizient r (bzw. bei mehreren Pradiktoren der multiple
Korrelationskoeffizient R) der in der Trainingsgruppe aufgestellten
Regressionsgleichungen und der Korrelationskoeffizient r  zwischen
geschatzter und empirischer AUC in der Testgruppe. Unterscheiden sich beide
Koeffizienten voneinander nicht, so kann von einem sehr stabilen Modell
(stichprobenunabhangigen Modell) ausgegangen werden. Fur die statistische
Uberpriifung dieser Frage ist nach Bortz folgende Gleichung anzuwenden

/Bor93/:

Hierin sind n; bzw. n, die Anzahl der Patienten in den zwei Stichproben und Z,
bzw. Z, die Fishers Z-Werte fur den jeweiligen Korrelationskoeffizienten r bzw.

r, die aus Tabellen abgelesen werden konnen. Getestet wird die Null-
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hypothese H, ,Geschatzte und wahre AUC korrelieren im Trainingsdatensatz
und Testdatensatz gleich“. Kann der Test zeigen, dal} die Korrelationen auf
einem hohen Signifikanzniveau gleich sind (hier ist wiederum das fur die Hg
konservativere kritische Niveau von p = 0,1 anzuwenden), ist das mit Hilfe des
Trainingsdatensatzes ermittelte Schatzmodell im gleichen Malde auch fur die
Gruppe der Testpatienten gultig. Das Schatzmodell ist dann am Testdatensatz

validiert und somit die Gultigkeit verifiziert.

Eine andere Mdglichkeit zur Bewertung der Glte des Schatzmodells bietet die
Berechnung der prozentualen Abweichung zwischen geschatzten und
berechneten AUC-Werten. Dieses Verfahren ist besonders im Hinblick auf die
routinemalige Verwendung der LSM-Modelle in der medizinischen Praxis
hilfreich, da man den Fehler, den man durch die Schatzung der AUC mit Hilfe
eines Modells macht, besser beurteilen kann. Vergleicht man die berechneten
und die geschatzten Werte fur die AUC, kann man daraus die mittlere absolute
prozentuale Abweichung des Schatzmodells berechnen. Diese Abweichung
sollte in der Trainingsgruppe ahnlich hoch sein wie in der Testgruppe. Das
Problem bei diesem Vorgehen liegt in der nicht vorhandenen Objektivierbar-
keit. Daher kann ein Vergleich dieser Daten lediglich als Veranschaulichung
der Genauigkeit des Schatzmodells dienen und nicht als statistisch valider
Test.

Die Entwicklung der LSM-Modelle wird in Kapitel 6.5 durchgefuhrt. Das Vor-

gehen wird hier nochmals zusammengefalit:

o Korrelations- uns Regressionsanalysen mit der Trainingsgruppe und einem

Pradiktor werden durchgefuhrt und Schatzmodelle entwickelt.

e Die Modelle werden am Testdatensatz gepruft und auf Stichproben-

unabhangigkeit getestet.

e Es werden Schatzmodelle mit mehr als einem Pradiktor entwickelt und am

Testdatensatz validiert.
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¢ Die Modelle werden gegeneinander verglichen, insbesondere auf die Frage

hin, wie viele Pradiktoren sinnvoll sind.

6.5 Entwicklung und Validierung verschiedener LSM-Modelle

Um die besten Pradiktoren fiuir das Schatzmodell zu entwickeln, wurde das im
vorigen Abschnitt beschriebene schrittweise Vorgehen durchgefuhrt. D.h.
zunachst wurde versucht die AUC (als Zielvariable) mit einem Pradiktor, das
sind die Plasmakonzentrationswerte c(t) zu einem Zeitpunkt, zu korrelieren. Im
Folgenden werden dann sukzessive weitere Pradiktoren hinzugefugt. Ziel ist
es, fiur die jeweilige Pradiktorenanzahl das beste Modell, also die bestmogliche
multiple Korrelation herauszuarbeiten. Im weiteren wird dann entschieden, ob
durch Hinzufligen weiterer Pradiktoren ein wesentlicher Zugewinn an Schatz-
genauigkeit erreicht werden kann. Dabei kann die Erhohung der multiplen

Korrelation (R) als Mal} gelten.

Tabelle 9: Ergebnisse fir die Regressionsanalyse der AUC mit einem

Pradiktor c(t) in der Trainingsgruppe

Pradiktor Regressions- Korrelationskoeffizient Signifikanz
c(t) parameter (Trainingsgruppe)
t a b r r? p

15 min 241 -308 0,755 0,570 <0,001

30 min 279 15 0,800 0,640 <0,001
1h 326 349 0,780 0,609 <0,001
2h 430 366 0,791 0,626 <0,001
4 h 782 -401 0,903 0,816 <0,001
8h 1308 1177 0.979 0,959 <0,001

Also wurde zunachst eine lineare Regressionsanalyse mit jeweils einem
Pradiktor durchgefuhrt. Die Plasmakonzentrationen des ersten Zeitpunktes
(2 min nach Infusionsende) eignen sich nicht als Pradiktor, da bei einigen

Patienten festgestellt wurde, dald zu diesem Zeitpunkt das Etoposidphosphat
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zu einem erheblichen Anteil noch phosphoriliert, also nicht in der Wirkform, im
Blut vorhanden war (siehe Kapitel 5.1). In Tabelle 9 sind die Regressions-

parameter fir die sich ergebende Geradengleichung AUC =a-c(t)+b, die

Korrelationskoeffizienten r und die zugehorigen Signifikanzen p aufgefuhrt.

Alle Schatzgleichungen sind auf einem Niveau von p = 0,01 hoch signifikant.
D.h. die Irrtumswahrscheinlichkeit, dald r im statistischen Sinne tatsachlich
verschieden von 0 ist, also eine Korrelation zwischen den untersuchten Daten
vorliegt, betragt maximal 1%. Die Korrelationskoeffizienten variieren zwischen
0,755 und 0,979, was auf einen prinzipiell engen Zusammenhang zwischen
den Plasmakonzentrationen zu den unterschiedlichen Melzeitpunkten und der
AUC hindeutet. Der 8 h Pradiktor erwies sich mit Abstand als bester Vorher-

sagewert.

Bei der linearen Regression zeigt r* das Verhéltnis von durch den Pradiktor
erklarbaren zur tatsachlichen Varianz der Zielvariable AUC an. Das bedeutet,
dal} bei dem 8 h-Modell knapp 96% der Varianz der AUC Werte durch die
Plasmakonzentration 8 h nach Infusion vorhergesagt werden konnen. Fur eine
Schatzgleichung ist dies ein ausgezeichneter Wert. Im nachfolgenden sind die

Schatzgleichungen nochmals aufgefuhrt:

AUC (15 miny = 241 - ¢(15 min) -308 [M1]
AUC (30 miny = 279 - ¢(30 min) + 15 [M2]
AUC (11y =326 - ¢(1 h) + 349 [M3]
AUC 1) =430 - c(2 h) + 366 [M4]
AUC 41y =782 - c(4 h) — 401 [M5]
AUC gp) = 1308 - (8 h) + 1177 [M6]

[AUC] = min-pg/ml, [c] = ug/ml

Die Modelle wurden nun am Testdatensatz validiert. Hierzu wurden die
jeweiligen Plasmakonzentrationen der Teststichprobe in die Schatz-

gleichungen eingesetzt. Die sich so ergebenden Werte und die empirisch er-
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hobenen ,wahren“ Werte wurden miteinander korreliert und der Pearson
Produkt Moment Korrelationskoeffizient berechnet. Dadurch erhalt man eine
Aussage daruber, wie gut der geschatzte Wert der AUC den empirischen vor-

aussagen kann. In Tabelle 10 sind die Ergebnisse aufgefuhrt.

Tabelle 10: Ergebnisse der Regressionsanalyse zwischen errechneten und tat-
sachlichen (empirischen) Werten fir die AUC in der Testgruppe bei einem
Pradiktor c(t)

Pradiktor Korrelation zwischen errechneten Signifikanz
c(t) und empirischen AUC-Werten in
der Testgruppe
t r r? p

15 min 0,848 0,719 <0,001

30 min 0,905 0,819 <0,001
1h 0,916 0,839 <0,001
2h 0,953 0,908 <0,001
4 h 0,983 0,966 <0,001
8h 0,972 0,945 <0,001

Fur alle Modelle ist ein enger Zusammenhang zwischen errechneten und
empirischen Werten zu erkennen. Alle Testergebnisse sind hochsignifikant.
Die Korrelationen zeigen, dald die Schatzmodelle auf die Patienten der Test-
gruppe Ubertragbar sind. Bei dem ,schlechtesten“ Modell konnten immer noch

knapp 72 % der Varianz der AUC durch den Pradiktor erklart werden.

Ein ,gutes” Schatzmodell sollte sich in gleicher Weise, also mit gleich hoher
Korrelation, sowohl auf die Patienten des Trainingsdatensatzes wie auf die
Stichprobe der Testpatienten anwenden lassen. Dazu mufly festgestellt
werden, ob sich die Korrelationen in beiden Stichproben signifikant unter-
scheiden. Getestet wird die Nullhypothese H, ,geschatzte und empirische
AUC im Trainingsdatensatz und Testdatensatz unterscheiden sich nicht®. Der

standardnormalverteilte Testwert z kann nach der in Kapitel 6.4 genannten
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Formel als statistische PriufgroRe fur die Differenz der beiden Korrelationen
angesehen werden. Da die Nullhypothese bewiesen werden soll, wird das
Signifikanzniveau der Hy auf p =0,1, also 10 %, festgelegt. Aufgrund der
Ungerichtetheit der Unterschiedshypothese sind als kritische Werte z = —1,64
und z = +1,64 anzunehmen. Das heil3t, wenn der nach der Formel errechnete
Betrag von z groRRer als 1,64 ist, so ist die Hy zu verwerfen. Die beiden Korre-
lationen unterscheiden sich dann im statistischen Sinne signifikant und die
dazugehorigen Schatzgleichungen eignen sich nicht fur die Entwicklung eines
LSM. In Tabelle 11 sind die Korrelationen zwischen den geschatzten und
empirischen Werten in der Trainingsgruppe und in der Testgruppe und die

dazugehorigen z-Werte aufgefihrt.

Tabelle 11: Vergleich der Korrelationen zwischen Schatzung und empirischen

Werten in der Trainings- und der Testgruppe bei einem Pradiktor c(t)

Pradiktor Korrelations- Korrelationskoeffizient z-Wert
c(t) koeffizient (Testgruppe)
(Trainingsgruppe)
t r r z
15 min 0,755 0,848 1,00
30 min 0,800 0,905 0,98
1h 0,780 0,916 1,25
2h 0,791 0,953 2,00
4 h 0,903 0,983 2,31
8h 0.979 0,972 0,50

Bei den Modellen mit den Pradiktoren 15 min, 30 min, 1 h und 8 h kann die
Nullhypothese nicht widerlegt werden. Das heildt, dal® sich die Korrelationen
nicht signifikant voneinander unterscheiden und damit fur ein Schatzmodell
eignen. Das Modell mit dem 8 h Pradiktor weist die grofdte Korrelation auf, so
dal es den anderen zu bevorzugen ist. Die Modelle mit den Pradiktoren 2 h

und 4 h weisen zwar hohe Korrelationen zwischen geschatzten und
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empirischen AUC-Werten auf, jedoch unterscheiden sich die Korrelationen in
beiden Datensatzen signifikant voneinander (H, abgelehnt). Dies kann
mehrere Ursachen haben, Gber die man nur Vermutungen anstellen kann. Um
zu Uberprufen, ob der Grund in der Verteilung der beiden Stichproben bzw.
deren Grolde besteht, mufRte man deutlich mehr Daten akquirieren. Mithilfe
des vorliegenden Datensatzes |aRdt sich lediglich die Aussage treffen, dal’ der
Zusammenhang zwischen den gemessenen Plasmakonzentrationen nach 2 h
bzw. 4 h und der AUC in den beiden Stichproben zu unterschiedlich ausfallt
und sich aus diesem Grund die Regressionsgleichungen [G4] und [G5] nicht

fur ein Schatzmodell eignen.

Fir eine weitere Optimierung der Schatzung sucht man nun nach Modellen,
bei denen nicht nur ein Pradiktor, sondern zusatzlich ein zweiter heran-
gezogen wird. Der Aufwand in der medizinischen Praxis wird dadurch erhdht,
da zwei Blutabnahmen und Laborbestimmungen statt einer durchgefuhrt
werden mussen. Es ist aber zu erwarten, dafld Modelle mit zwei Pradiktoren die
AUC exakter vorhersagen kénnen als solche mit nur einem. Die Frage ist, ob
sich ein merklicher Unterschied in der Vorhersagegenauigkeit feststellen Iaft.
Quantitativ 1al3t sich das durch einen Vergleich der Korrelationskoeffizienten
feststellen. Man kann aus den 6 moglichen Pradiktoren 15 Paare kombinieren,
mit denen anhand des Trainingsdatensatzes jeweils eine multiple lineare

Regression durchgefuhrt wurde. Die Ergebnisse gibt Tabelle 12 wieder.

Alle Schatzgleichungen sind auf einem Niveau von p = 0,01 hoch signifikant.
Es fallt auf, dal lediglich 5 der Schatzgleichungen eine hdhere Korrelation
aufweisen als das Ein-Pradiktor-Modell mit der hochsten Korrelation und die
Unterschiede nur gering sind. Die besten Vorhersagen mit einem Zwei-
Pradiktor-Modell lassen sich mit solchen Modellen erreichen, die den Pradiktor
8 h enthalten. Dies kann man aufgrund der oben dargestellten Ergebnisse
uber die Ein-Pradiktor-Modelle auch so erwarten, da der 8 h Wert dort die
grolte Vorhersagekraft hatte.
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Tabelle 12: Ergebnisse flr die Regressionsanalyse der AUC bei zwei

Pradiktoren c(t;) in der Trainingsgruppe

Pradiktor | Pradiktor Regressions- Korrelations- Signifikanz
c(ty) c(t2) parameter koeffizient
ts t; a; | a b R R? p
15 min 30 min -13 | 293 60 0,800 0,640 0,002
15 min 1h 45 270 153 0,781 0,611 0,003
15 min 2h 16 404 290 0,791 0,626 0,002
15 min 4 h -78 | 970 20 0,910 0,828 < 0,001
15 min 8h 64 | 1133 | 269 0,991 0,982 < 0,001
30 min 1h 348 | -84 -18 0,801 0,641 0,002
30 min 2h 240 62 46 0,800 0,640 0,002
30 min 4 h -158 | 1150 | -122 0,916 0,839 < 0,001
30 min 8h 71 1115 | 475 0,989 0,979 < 0,001
1h 2h 61 352 331 0,792 0,627 0,002
1h 4 h -101 | 973 | -269 0,909 0,826 < 0,001
1h 8h 81 1128 | 536 0,989 0,978 < 0,001
2h 4 h -272 | 1189 | -274 0,919 0,845 < 0,001
2h 8h 100 | 1132 | 606 0,987 0,975 < 0,001
4 h 8h 206 | 1036 | 549 0,987 0,973 < 0,001

Nachfolgend sind die 5 Modelle mit einer gegenuber den

Modellen héheren Korrelation nochmals aufgefuhrt.

AUC (15 min, g = 64 - ¢(15 min) + 1133 - ¢(8h) +
AUC (30 min sy = 71 - ¢(30 min) + 1115 - ¢(8h) +
AUC (11 sn =81-c(1h)+1128 - c(8h) + 536

AUC @1 sn = 100 - ¢(2 h) + 1132 - ¢(8h) + 606
AUC (418 =206 - c(4 h) + 1036 - c(8h) + 549

[AUC] = min-pg/ml, [c] = pug/ml
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Finfzehn Zwei-Pradiktor-Modelle werden wie oben beschrieben am
Testdatensatz validiert. In Tabelle 13 sind die sich ergebenden

Korrelationskoeffizienten und Signifikanzen aufgefuhrt.

Tabelle 13: Ergebnisse der Regressionsanalyse zwischen errechneten und
tatsachlichen (empirischen) Werten fur die AUC in der Testgruppe bei zwei
Pradiktoren c(t;)

Pradiktor Pradiktor Korrelation zwischen Signifikanz
c(tq) c(t2) errechneten und
empirischen AUC-Werten
t, t, R’ R’ p
15 min 30 min 0,907 0,823 < 0,001
15 min 1h 0,908 0,824 < 0,001
15 min 2h 0,950 0,902 < 0,001
15 min 4 h 0,989 0,978 < 0,001
15 min 8 h 0,992 0,984 < 0,001
30 min 1h 0,897 0,805 < 0,001
30 min 2h 0,916 0,839 < 0,001
30 min 4 h 0,986 0,972 < 0,001
30 min 8h 0,989 0,978 < 0,001
1h 2h 0,950 0,903 < 0,001
1h 4 h 0,987 0,974 < 0,001
1h 8h 0,987 0,974 < 0,001
2h 4 h 0,976 0,953 < 0,001
2h 8 h 0,986 0,972 < 0,001
4 h 8h 0,989 0,978 < 0,001

Die Validierung an der Testgruppe ergibt flr alle Modelle hochsignifikante Er-
gebnisse. Die Korrelationskoeffizienten sind mit einigen Ausnahmen ahnlich
hoch wie in der Trainingsgruppe. Um statistisch zu Uberprtfen, ob sich die

Korrelationen in beiden Datensatzen signifikant voneinander unterscheiden,
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wird der weiter oben beschriebene z-Wert berechnet. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 14 aufgeflhrt. Nicht signifikant voneinander (p = 0,1) unterscheiden

sich die Korrelationen im Trainings- und Testdatensatz dann, wenn |z| < 1,65.

Tabelle 14: Vergleich der Korrelationen zwischen Schatzung und empirischen

Werten in der Trainings- und der Testgruppe bei zwei Pradiktoren c(t;)

Pradiktor | Pradiktor | Korrelationskoeffizient | Korrelationskoeffizient| z-
c(tq) c(t2) (Trainingsgruppe) (Testgruppe) Wert

t4 t; R R’ |z|
15 min 30 min 0,907 0,800 0,98
15 min 1h 0,908 0,781 1,18
15 min 2h 0,950 0,791 1,86
15 min 4 h 0,989 0,910 2,74
15 min 8h 0,992 0,991 0,14
30 min 1h 0,897 0,801 0,85
30 min 2h 0,916 0,800 1,12
30 min 4 h 0,986 0,916 2,17
30 min 8h 0,989 0,989 0,00
1h 2h 0,950 0,792 1,86
1h 4 h 0,987 0,909 2,24
1h 8h 0,987 0,989 0,50
2h 4 h 0,976 0,919 1,46
2h 8h 0,986 0,987 0,09
4 h 8h 0,989 0,987 0,50

Es zeigt sich, dal} sich bei einigen Schatzmodellen die Korrelationen in beiden

Gruppen signifikant voneinander unterscheiden. Dies sind die nicht fett-

gedruckten Modelle, die sich aufgrund dieser Eigenschaft nicht fur die Ent-

wicklung eines LSM eignen. Das Modell mit der hdchsten und fast identischen
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Korrelation in beiden Gruppen ist das mit den Pradiktoren 15 min und 8 h.
Daher ist diesem Schatzmodell gegentber den anderen der Vorzug zu geben.
Vergleicht man die Korrelationen dieses Modells mit dem 8h-Ein-Pradiktor-
Modell, so fallt auf, dal® der Unterschied nur gering ist. In der Trainingsgruppe
wachst die Korrelation von 0,979 auf 0,992, in der Testgruppe von 0,972 auf
0,987. Anschaulich bedeutet dies, da® man in der Testgruppe 95,8 % der
Varianz der AUC Werte mit dem 8 h-Plasmawert vorhersagen kann und durch
Hinzuziehen des 15 min Pradiktors sogar 98,4 %. In der Testgruppe ergibt
sich ein Zuwachs von 94,5 % auf 98,2 %. Diese Zahlen verdeutlichen, dal’ der
Zuwachs an Genauigkeit in den Vorhersagen zwar vorhanden und statistisch
objektiviert ist, aber insgesamt nur ein sehr geringer Guteunterschied
zwischen beiden Modellen besteht. Weitere Pradiktorkombinationen mit hoher
Schatzgute sind 30 min und 8 h bzw. 4 h und 8 h. Diese Modelle liegen bei der

Korrelation nur knapp hinter dem ,besten® Modell mit 15 min und 8 h.

Es stellt sich die Frage, ob Schatzmodelle mit drei Pradiktoren nochmals einen
Zugewinn an Genauigkeit bedeuten. Dazu werden die 6 Pradiktoren zu 20
moglichen Dreierkombinationen zusammengestellt. Die berechneten Regres-
sionsparameter, zugehorigen Korrelationskoeffizienten und Signifikanzen sind

in Tabelle 15 zusammengestellt.

Alle Schatzgleichungen liegen auf einem hochsignifikanten Niveau (p = 0,01).
Die Vorhersagen sind nicht wesentlich besser als bei den Zwei-Pradiktor-
Modellen. Um die Frage beantworten zu konnen, ob man mit dem dritten
Pradiktor tatsachlich eine héhere Gite der Schatzung erreicht, vergleicht man
jeweils die Modelle mit den hdchsten Korrelationskoeffizienten miteinander.
Die vier ,besten® Modelle aus Tabelle 15 erreichen alle einen Wert von 0,991
und liegen somit auf dem gleichen Niveau wie das beste Zwei-Pradiktor-
Modell. Daraus wird ersichtlich, dal} ein dritter Pradiktor keinen weiteren
Zuwachs an Schatzgute bewirkt. Dafur spricht auch, daf in den ,besten” Drei-
Pradiktor-Modellen immer die Pradiktoren 15 min und 8 h enthalten sind, die
sich schon bei den Zwei-Pradiktor-Modellen als die besten Vorhersagewerte
bewahrt haben. Die Entwicklung der verschiedenen Limited Sampling Modelle
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kann damit abgeschlossen werden, da nach den vorliegenden Ergebnissen

ein weiterer Pradiktor die Schatzgute auch nicht weiter verbessern wird.

Tabelle 15: Ergebnisse fir die Regressionsanalyse der AUC bei drei
Pradiktoren c(t;) in der Trainingsgruppe
Pra- Pra- Pra- Regressions- Korrelations- | Signifi-
diktor | diktor | diktor parameter koeffizient kanz
c(t4) c(t2) c(ts)

t, t t; a; | a, | a; b R R? p
15 min | 30 min 1h -2 349 | -82 -9 0,801 | 0,641 | <0,001
15 min | 30 min 2h -19 | 251 77 120 | 0,800 | 0,641 < 0,001
15 min | 30 min 4 h -2 | -155 1150 | -114 | 0,916 | 0,839 | < 0,001
15 min | 30 min 8h 57 9 | 1128 | 277 | 0,991 | 0,982 | <0,001
15 min 1h 2h 7 57 | 348 | 303 | 0,792 | 0,627 | < 0,001
15 min 1h 4 h -56 | -42 | 997 | 42 | 0,911 | 0,829 | < 0,001
15 min 1h 8 h 60 6 | 1131 279 | 0,991 | 0,982 | <0,001
15 min 2h 4 h 15 | -296 | 1189 | -344 | 0,919 | 0,845 | < 0,001
15 min 2h 8 h 84 -40 (1150 | 218 | 0,991 | 0,982 | < 0,001
15 min 4 h 8 h 74 -45 | 1167 | 271 | 0,991 0,982 | <0,001
30 min 1h 2h 300 | -108 | 107 | 27 0,801 | 0,642 | <0,001
30 min 1h 4 h -356 | 212 | 1215 | 47 | 0,920 | 0,847 | <0,001
30 min 1h 8 h 44 32 1117 | 488 | 0,989 | 0,979 | <0,001
30 min 2h 4 h -17 | -250 | 1195 | -254 | 0,919 | 0,845 | < 0,001
30 min 2h 8 h 133 | -101 | 1120 | 426 | 0,990 | 0,980 | < 0,001
30 min 4 h 8h 91 -74 11158 | 501 | 0,989 | 0,979 | < 0,001

1h 2h 4 h 194 | -539 | 1223 | 764 | 0,924 | 0,854 | < 0,001

1h 2h 8 h 118 | -51 | 1137 | 540 | 0,989 | 0,979 | < 0,001

1h 4 h 8 h 77 16 | 1118 | 524 | 0,989 | 0,978 | < 0,001

2h 4 h 8 h 80 47 | 1104 | 574 | 0,988 | 0,975 | <0,001
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Die Drei-Pradiktor-Modelle werden am Testdatensatz validiert. Hierzu werden
wieder die Plasmakonzentrationen des Testdatensatzes in die Schéatz-
gleichungen eingesetzt und mit den wahren Werten fur die AUC verglichen.
Zur besseren Ubersicht wurden in Tabelle 16 nur die vier besten Modelle einer
Validierung unterzogen, da diese Modelle den restlichen aufgrund der

hoheren Vorhersagegenauigkeit vorzuziehen sind.

Tabelle 16: Ergebnisse der Regressionsanalyse zwischen errechneten und
tatsachlichen (empirischen) Werten fur die AUC in der Testgruppe bei drei
Pradiktoren c(t;)

Pradiktor | Pradiktor | Pradiktor | Korrelation zwischen Signifikanz
c(tq) c(tz) c(t3) errechneten und
empirischen AUC-
Werten
t, t, t; R’ R’2 p
15 min 30 min 8h 0,992 0,984 < 0,001
15 min 1h 8h 0,992 0,984 < 0,001
15 min 2h 8h 0,992 0,984 < 0,001
15 min 4 h 8h 0,991 0,982 < 0,001

Alle Modelle liegen auf einem hochsignifikanten Niveau und erreichen nahezu
identische Korrelationen wie in der Trainingsgruppe. Trotz der nahezu
identischen Ergebnisse wurden die Korrelationen auf die Frage hin untersucht,
ob sie sich signifikant voneinander unterscheiden. Die z-Werte sind in Tabelle
17 aufgefuhrt. Alle z-Werte waren kleiner als 1,65. Daher konnte, wie erwartet,
bei keinem der Modelle ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den

Korrelationen im Trainings- bzw. Testdatensatz gefunden werden.
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Tabelle 17: Vergleich der Korrelationen zwischen Schatzung und empirischen

Werten in der Trainings- und der Testgruppe bei drei Pradiktoren c(t;)

Pradiktor | Pradiktor | Pradiktor Korrelation Korrelation z-
c(tq) c(t2) c(ts) (Trainingsgruppe) | (Testgruppe ) | Wert

ty t, ts R R’ |z]
15 min 30 min 8 h 0,991 0,992 0,14
15 min 1h 8h 0,991 0,992 0,14
15 min 2h 8 h 0,991 0,992 0,14

15 min 4 h 8 h 0,991 0,991 0

6.6 Berechnung des mittleren Schatzfehlers

In Kapitel 6.5 wurden die verschiedenen Limited Sampling Modelle entwickelt,
statistisch validiert und auf Stabilitdt bei der Ubertragung auf eine andere
Stichprobe Uberpruft. Um eine Vorstellung davon zu vermitteln, wie hoch der
Fehler bei der Anwendung eines LSM ist, soll nun der mittlere Schatzfehler
berechnet werden. Dies ist insbesondere fur die medizinische Praxis von Be-
deutung, um dem behandelnden Arzt zu verdeutlichen, in welchem Ausmalf
ein Fehler in Betracht gezogen werden mul. Dies kann bei Patienten in
kritischem Zustand von erheblicher Bedeutung fur die Behandlung sein, wenn
es um die Frage geht, wie hoch ein Zytostatikum, in dem Falle Etoposid,

dosiert werden soll bzw. wie verlallich die Aussage eines LSM ist.

Der mittlere Schatzfehler berechnet sich fur jedes Modell als arithmetisches
Mittel aus den prozentualen Abweichungen zwischen den Schatzwerten und
den wahren Werten fiir die AUC. Ob es sich dabei um eine Uber- oder Unter-
schatzung handelt, spielt keine Rolle. Es soll also der Betrag der prozentualen
Abweichung betrachtet werden. Von einem ,guten” LSM, d.h. einem Modell
mit hoher Korrelation zwischen geschatzten und wahren Werten erwartet man
folglich einen niedrigen Schatzfehler und umgekehrt. In Tabelle 18 sind die

jeweils besten Ein-, Zwei, und Drei-Pradiktor-Modelle mit ihren jeweiligen
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mittleren Schatzfehlern aufgeflhrt. Bei der Berechnung wurden die Daten von
allen 30 Patienten zugrunde gelegt, also nicht nur die der Trainingsgruppe.
Dadurch ergibt sich ein realistischeres Bild als wenn man nur Daten nehmen

wurde anhand derer die Modelle entwickelt wurden.

Wie erwartet wird der mittlere Schatzfehler kleiner je mehr Pradiktoren beruck-
sichtigt werden. Zwischen den Zwei- und Drei-Pradiktor-Modellen sind die
Unterschiede aber nur sehr gering. Das Modell mit den Pradiktoren 15 min
und 8 h hat den gleichen Schatzfehler wie das ,beste’ Drei-Pradiktor-Modell.
Dadurch wird auch in dieser Betrachtung deutlich, da® die Bertcksichtigung
eines dritten Pradiktors keine verbesserte Vorhersagegenauigkeit bewirkt. Der

kleinste mittlere Schatzfehler liegt bei 6,7 %.

Tabelle 18: Mittlere absolute Schatzfehler ausgewahlter Modelle

Pradiktor Pradiktor Pradiktor | Mittlerer | Mittlerer | Mittlerer
c(tq) c(t2) c(ts) Fehler Fehler Fehler
Training Test Gesamt
t1 t; t; % % %

30 min 15,6 22,1 18,9
1h 18,4 20,8 19,6
8h 8,7 12,8 10,8

15 min 8 h 6,2 71 6,7

30 min 8h 6,4 7,8 7,1
1h 8 h 6,9 8,0 7,5
2h 8 h 7,2 7,6 7,4

15 min 30 min 8h 6,2 7.1 6,7

15 min 1h 8 h 6,3 7,3 6,8

15 min 2h 8 h 6,0 7,4 6,7

15 min 4 h 8h 6,1 7,6 6,9
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7 Diskussion und Ausblick

7.1 Schatzgute der Modelle

In Kapitel 6.5 wurden mehrere Limited Sampling Modelle flr die Schatzung
der Flache unter der Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Kurve (AUC) von Etoposid
nach intravenoser Applikation von Etoposid-Phosphat entwickelt. Die Modelle
unterscheiden sich in der Anzahl der fur die Vorhersage verwendeten Mel}-
werte (Pradiktoren) und den Zeitpunkten, zu denen die jeweiligen MelRwerte
erhoben wurden. Je nach Anzahl und Auswahl der Pradiktoren ergeben sich
Modelle mit unterschiedlicher Schatzgute. Mathematisch drickt sich die Gute
der Schatzung in der Hohe des Korrelationskoeffizienten aus. Das gesuchte
Schatzmodell soll in der klinischen Routine eingesetzt werden. Daher wird an
ein optimales Modell die Anforderung gestellt, bei geringem zeitlichen Auf-
wand eine maoglichst genaue Schatzung zu gewahrleisten. Der zeitliche Auf-
wand wird in erster Linie durch die aufwendige Probenpraparation und die an-
schlielRende quantitative Messung im Massenspektrometer bestimmt (siehe
Kapitel 4). Von daher ware ein Modell mit wenigen Pradiktoren (am besten nur
einem) winschenswert. Der apparative und zeitliche Aufwand ware dann am
geringsten. Auf der anderen Seite mul} ein optimales Modell flr den klinischen
Routinebetrieb  eine  ausreichende  Schatzgenauigkeit haben, um
sicherzustellen, dal3 die Dosierung des Zytostatikums an die individuellen
Gegebenheiten des Patienten angepaldt sind, um die bestmdgliche Therapie
zu gewahrleisten. Da anzunehmen ist, dal® eine hdhere Schatzgenauigkeit
eines Modells eine Berucksichtigung von mehr Pradiktoren erfordert, muf} man
bei der Entwicklung eines ,optimalen® Modells einen geeigneten Mittelweg
zwischen dem zeitlichen Aufwand (d.h. moglichst wenige Pradiktoren) und der

Schatzgenauigkeit (d.h. moglichst viele Pradiktoren) wahlen.

Wie oben erwahnt, ist der Korrelationskoeffizient eine geeignete
mathematische Grolke, um die in Kapitel 6.5 entwickelten Modelle hinsichtlich
der Schatzgenauigkeit miteinander zu vergleichen. Bei Berlicksichtigung eines

Pradiktors ist der zeitliche Aufwand mit nur einer Messung pro Patient sehr
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gering. Das beste Modell ist hierbei das mit dem 8 h-Pradiktor. Das Quadrat
des Korrelationskoeffizienten betragt 0,959. Das heildt ca. 96 % der Varianz
des Zielwertes werden allein durch den Mel3wert 8 Stunden nach Infusion-
sende bestimmt (siehe Kapitel 6.5). Dies ist ein sehr guter Wert fur eine
Schatzung und belegt die gute Vorhersagbarkeit der AUC auf der Basis eines
einzelnen MelRpunktes. Das zweitbeste Modell mit einem Pradiktor basiert auf
dem 4 h-MeRwert. Hierbei ergibt sich ein Wert fur R? von 0,802, d.h. nur noch
etwa 80 % der Varianz der Zielgroe AUC werden durch diesen MelRwert er-
klart. Allerdings sind die Unterschiede der Vorhersagegenauigkeit im
Trainings- und Testdatensatz so erheblich (siehe Kapitel 6.5), daf® im Rahmen
der vorliegenden Ergebnisse dieses Modell aus statistischen Griinden nicht
als ein geeignetes Limited Sampling Modell angesehen werden kann. Das
,2nhachstbeste“ Modell ist das mit dem Pradiktor 30 min. Hier betragt R? 0,64
und liegt damit deutlich unter dem des 8h-Modells. Will man in einem Schatz-
modell also lediglich einen Melwert bericksichtigen, ist auf jeden Fall das
Modell mit dem 8 h-Pradiktor vorzuziehen. Der Vorteil des 30 min-Modells lage
in der besseren zeitlichen Planbarkeit der Blutprobenanalysen. Am Tag 1
eines Zyklus kdnnte der Patient morgens die erste Infusion Etoposid-Phosphat
erhalten, nach 30 Minuten wuirde lediglich eine Probe abgenommen werden
und bis zum Abend koénnte ein Melergebnis vorliegen, so dald schon am
nachsten Tag die Dosierung individuell an den Patienten angepaldt erfolgen
konnte. Dies ware bei dem 8 h-Modell schwieriger zu bewerkstelligen, da die
8h-Probe erst am spaten Nachmittag dem Labor zur Analyse zur Verfiigung
stunde. Allenfalls muRte die Applikation des Etoposid-Phosphats am folgen-
den Tag erst spat gegen Abend erfolgen, um zunachst das Meliergebnis vom
vorherigen Tag abzuwarten. Trotz der organisatorischen Vorteile bei Verwen-
dung des 30 min-Modells kann es aufgrund der grolden Ungenauigkeit nicht

als ein klinisch praktizierbares Verfahren angesehen werden.

Berlcksichtigt man einen weiteren Pradiktor, so erhdht sich die Schatz-
genauigkeit. Das ,beste“ Zwei-Pradiktor-Modell mit den MeRwerten 15 min

und 8 h nach Infusionsende hat ein R? von 0,982. Das heilt, (iber 98 % der
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Varianz der Zielvariable AUC wird durch diese zwei Pradiktoren erklart. Der
Zuwachs an Schatzgenauigkeit ist verglichen zu dem ,besten® Ein-Pradiktor-
Modell gering. Fur die klinische Routine wirde eine weitere Blutabnahme
15 min nach Infusionsende einen kaum erhdhten Aufwand bedeuten.
Allerdings ware der Aufwand im Labor groRer als bei nur einer Analyse pro
Patient. Da es kaum okonomisch ware, beide Proben einzeln zu bestimmen,
wurde man mit der Analyse der 15 min Probe warten bis die 8 h Probe vor-
liegt. Das wurde allerdings - wie schon oben erwahnt - bedeuten, dal} die Er-
gebnisse fur die folgende Infusion erst spat am darauffolgenden Tag zur

Verfugung stinden.

Die Hinzunahme eines weiteren Pradiktors stellt hinsichtlich Schatzgenauigkeit
keine weitere Verbesserung dar. Insgesamt vier Drei-Pradiktor-Modelle
erreichen den gleichen Korrelationskoeffizienten wie das beste Zwei-Pradiktor-
Modell mit den MeRwerten 15 min und 8 h. Beide Pradiktoren sind in den vier
genannten Modellen enthalten, was auf die hohe Vorhersagekraft dieser
beiden Parameter fur die AUC deutet. Fur die klinische Routine haben die
Drei-Pradiktor-Modelle keine Bedeutung, da lediglich der Aufwand durch eine
weitere Blutspiegelbestimmung erhdéht wird, die Schatzgenauigkeit eines

solchen Modells sich aber nicht verbessert.

In der Praxis wirde man sich also entweder fur das Modell mit einem 8 h-
Pradiktor oder fur das Modell mit zwei Pradiktoren (15 min und 8 h)
entscheiden. Der Vorteil des ersten liegt in dem geringeren zeitlichen Aufwand
fur die Messungen bei einer guten Vorhersagbarkeit der AUC. Will man die
AUC noch genauer vorhersagen, sollte das zweite Modell gewahlt werden,
was allerdings den Nachteil eines héheren Aufwandes fir eine weitere Blut-
spiegelbestimmung pro Patient bedeutet. Letztlich mul® der Arzt entscheiden,
welcher Fehler toleriert werden kann. Im Vergleich zu einer Dosierung allein
anhand der Korperoberflache, wie sie heute gang und gabe ist, bedeutet eine
anhand der abgeschatzten AUC angepalite Dosierung eine deutliche Ver-
besserung der Behandlung fiir den Patienten. Dies sollte bei den Uber-
legungen, welches Modell geeigneter ist, immer bertcksichtigt werden. Ob die
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AUC schlieBlich mit einem oder zwei MelRwerten abgeschatzt wird, ist
verglichen mit dem grundlegenden Fortschritt schon fast zweitrangig. Um die
gute Vorhersagegenauigkeit des Modells [M7] zu belegen, wurden die
gemessene AUC als Funktion der geschatzten AUC in Abbildung 6 und
Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 6: Korrelation der geschatzten und gemessenen AUC des

Trainingsdatensatz fur das Modell [M7]

76



12000

10000

8000

6000

4000

2000

Gemessene AUC [min*ug/ml]

T T J T J T J T J T J T J
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
Geschatzte AUC [min*ug/ml]

Abbildung 7: Korrelation der geschatzten und gemessenen AUC des Test-
datensatz flr das Modell [M7]

7.2 Vergleich mit anderen LSM

Sessa et al. publizierten 1995 eine Studie Uber die Pharmakokinetik von
Etoposid nach oraler und intravenoser Applikation von Etoposid-Phosphat an
35 Patienten mit unterschiedlichen soliden Tumoren und Lymphomen /Ses95/.
Im Rahmen dieser Studie wurden auch Limited Sampling Modelle entwickelt.
Es kénnen nur LSM verglichen werden, bei denen das Etoposid-Phosphat auf
dem gleichen Weg appliziert wurde wie in der vorliegenden Untersuchung,
also als intravendse Infusion. Die beste Schatzgleichung flir Modelle mit einem

Pradiktor lautete nach Sessa:
AUC 4, =598 - c(4h) + 2364

[AUC] = min-ug/ml, [c] = pg/ml
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c(4h) ist die Etoposidplasmakonzentration vier Stunden nach Infusionsende.
Die Dauer der Infusion betrug hierbei 30 Minuten. Im Unterschied zu den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wurde als bester Pradiktor der Mel3wert
nach 4 Stunden bestimmt. Leider wurden keine naheren Angaben zu einem
Modell mit dem MeRwert nach 8 Stunden gemacht, so daly man lediglich das
Modell nach Sessa mit dem Modell M4 vergleichen kann. Dies ist unten-

stehend nochmals aufgefuhrt.
AUC 4y =782 - c(4h) —401 [M4]
[AUC] = min-pg/ml, [c] = pug/ml

Es fallt auf, dald der Vorfaktor relativ gut Ubereinstimmt, wahrend sich die zu
addierende Konstante unterscheidet. Das kann mehrere Ursachen haben.
Zum einen unterscheiden sich die Infusionszeiten in beiden Untersuchungen
deutlich voneinander, was auch eine Veranderung des Limited Sampling
Models nach sich ziehen wird. Das konnte auch eine Erklarung dafur sein, dal}
ein anderer MelRwert als der geeignetste fur ein Ein-Pradiktor-Modell bestimmt
wurde. Allerdings konnen diese Aussagen nicht statistisch belegt werden.
Weiterhin mul® berucksichtigt werden, daf es sich in beiden Studien um relativ
kleine Stichproben handelte und schon kleine Unterschiede in der Zusammen-
setzung der Patienten (Art der Erkrankung, Alter, u.s.w.) Auswirkungen auf
das LSM haben kdnnen. Um genauere Aussagen treffen zu kdnnen, mufdten
die Bedingungen identisch gewahlt werden (Infusionszeit, Auswahl der

Patienten) und evtl. noch die Stichprobe erhéht werden.

Als bestes Zwei-Pradiktor-Modell gibt Sessa ein Modell mit den MelRwerten

nach 2h und 12h an, was wie folgt lautet:
AUC (2h, 12h) = 326 - C(2h) + 1167 - C(12h) + 648
[AUC] = min-pg/ml, [c] = ug/ml

Dieses Modell 1aRt sich nur schwer mit den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit vergleichen, da der letzte Mel3punkt in der vorliegenden Arbeit nach 8 h

bestimmt wurde. Dies war zum einen durch die schlechtere Nachweisgrenze
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der quantitativen Massenspektrometrie gegenuber der HPLC, die bei Sessa
eingesetzt wurde, begriindet. Zum anderen gab es organisatorische Schwie-
rigkeiten (Kooperation der Patienten, stationare Organisation), eine spatere
Blutprobe mitten in der Nacht abzunehmen. Um die Ahnlichkeit der Modelle zu

zeigen, wird das Modell M10 zum ,Vergleich® aufgeflhrt:
AUC (oh 8n =100 - c(2 h) + 1132 - ¢(8h) + 606 [M10]
[AUC] = min-pg/ml, [c] = pug/ml

In anderen Untersuchungen wurden Limited Sampling Modelle nach
Applikation von unphosphoriliertem Etoposid untersucht. Da die Rand-
bedingungen im Vergleich zur Verwendung von Etoposid-Phosphat einige
prinzipielle Unterschiede aufweisen, lassen sich diese Untersuchungen nur
sehr bedingt mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit vergleichen. Zum
Beispiel ist die erforderliche Infusionsdauer bei der Verwendung von
unphosphoriliertem Etoposid deutlich langer, da es aufgrund von Neben-
wirkungen (siehe Kapitel 2.1) nur sehr langsam appliziert werden darf. Die
Dauer variiert je nach Studie zwischen 30 Minuten bei Normaldosisprotokollen
und zwei Stunden bei Hochdosistherapien. Weiterhin kann sich ein prodrug
hinsichtlich Pharmakokinetik deutlich von der ,Muttersubstanz” unterscheiden.
Selbst wenn die AUC bei beiden Substanzen gleich ist (gleiche Bioverfugbar-
keit), kann der Verlauf der Wirkstoffspiegel-Zeit-Kurve Unterschiede auf-
weisen. Limited Sampling Modelle von beiden Substanzen kénnen daher nur

sehr bedingt verglichen werden.

Holz et al. haben 1995 Limited Sampling Modelle fur Therapien mit Etoposid
entwickelt /Hol95/. Diese Arbeit wurde ebenfalls im massenspektrometrischen
Labor bei Herrn Prof. Jungclas mit der PDMS durchgeflhrt. Der beste
univariate Parameter acht Stunden nach Infusionsende konnte bestatigt
werden mit einem Korrelationskoeffizienten von r=0,89. Das zugehdrige
Modell wurde in der Veroffentlichung nicht explizit aufgefihrt, so dal} kein

direkter Vergleich erfolgen kann. Das beste Zwei-Pradiktor-Modell mit einem
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Korrelationskoeffizienten von 0,96 beinhaltete die Parameter 4 h und 8 h nach

Infusionsende und lautete wie folgt:

AUC (41 gn) =343 - c(4 h) + 650 - c(8h) + 1252

[AUC] = min-ug/ml, [c] = ug/ml

Demgegenuber wird das Modell M11 gestellt:

AUC (4n,8n) =206 - c(4 h) + 1036 - c(8h) + 549 [M11]
[AUC] = min-pg/ml, [c] = pug/ml

Auch hier ist ein direkter Vergleich schwierig. Der Faktor vor dem 8 Stunden
Wert ist gegenuber der vorliegenden Untersuchung kleiner, wahrend der
konstante Summand grofer ist. Aufgrund der vorangegangenen Bemerkungen
laRt sich lediglich schliel3en, daf ein LSM fir Etoposid nicht ohne weiteres auf

Etoposid-Phosphat Gbertragen werden kann.

Im Folgenden werden weitere Publikationen aufgeflhrt, in denen Schatz-

modelle fur unphosporiliertes Etoposid entwickelt wurden.

Ein friheres Modell wurde von Miller et al. publiziert /Mil92/. Als beste
Parameter fur ein LSM wurden die beiden MeRwerte 2h und 4h nach Infusion-
sende bestimmt. Der Trainings- und Testdatensatz wurde von Patienten
gebildet, die an einem fortgeschrittenen kleinzelligen Bronchialkarzinom er-
krankt waren. Die Dosierung des Etoposid war einheitlich auf 150 mg/m? fest-

gelegt und die Infusionsdauer betrug 1h. Die Schatzformel lautet.
AUC (op 4n) =386 - c(2h) + 710 - c(4h) + 1545
[AUC] = min-ug/ml, [c] = ug/ml

Zu beachten ist bei diesem Modell, dal} es anhand eines homogenen Daten-
satz mit einheitlicher Dosierung aufgestellt wurde. Daher kann es in Bezug auf
Tumorheterogenitat und Dosierung lediglich auf vergleichbare Patienten-

gruppen angewendet werden.

Stremgren et al. untersuchten 1993 ebenfalls Patienten mit kleinzelligem

Bronchialkarzinom, die Etoposid als 90 minutige Infusion mit einer Dosierung

80



von 100 mg/m? erhielten /Str93/. Die Plasmakonzentrationswerte wurden (iber
einen Zeitraum von 21h beobachtet. Als bester Parameter flr ein univariates
LSM wurde der Mel3wert nach 4h bestimmt. Als Korrelationskoeffizient ergab

sich hierbei ein Wert von 0,96. Die Schatzformel lautet:
AUC (4, =1,01 - (peaklevel / 100 mg m?) + 799 - c(4h)

Der peaklevel ist der Mellwert mit der hochsten Plasmakonzentration
innerhalb einer Patientenkinetik. Es handelt sich also eigentlich um ein Zwei-
Pradiktor-Modell. Das Problem bei diesem Vorgehen liegt darin, dal® der
Moment der grof3ten Plasmakonzentration nicht immer mit dem Zeitpunkt einer
Blutabnahme zusammenfallt. Zudem ist es in Anbetracht des steilen Abfalls
der Plasmaspiegelkurve zu Beginn einer Kinetik moglich, dald kleinere
Abweichungen des Zeitpunktes der Blutabnahme vom vorgeschriebenen Ent-
nahmezeitpunkt groRe Auswirkungen auf den Plasmawert des peaklevel
haben. Weiterhin ist zu beachten, dal® die Anwendbarkeit des Modells auf
solche Patienten beschrankt ist, die hinsichtlich Dosierung und Art der
Erkrankung vergleichbar mit den Vorgaben der Studie ist. Im Gegensatz dazu
wurden in der vorliegenden Arbeit Patienten mit einer Vielzahl von unter-
schiedlichen Erkrankungen aufgenommen, die mit unterschiedlichen
Dosierungen Etoposid behandelt wurden. Dies stellt die Anwendbarkeit der

entwickelten Modelle auf eine breite Patientenschicht sicher.

7.3 Ausblick

Das in dieser Arbeit entwickelte Modell zur Abschatzung der pharmako-
kinetischen Grofle AUC ware hinsichtlich seiner Praktikabilitat und Effizienz far
den Einsatz in der klinischen Routine sehr gut geeignet. Mit der Schatz-
gleichung [M7] ist es mdglich, mit nur zwei Messungen der Plasma-
konzentration die AUC sehr genau zu bestimmen. Mithilfe dieses Modells
konnten pharmakokinetische Daten Uber die Therapie mit Etoposidphosphat

an grol3en Patientenkollektiven ermittelt werden. Diese Daten kdnnten dann
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fir ein genaues Studium der Dosis-Wirkungs-Beziehung herangezogen
werden, um die Therapie mit Etoposid in Zukunft genauer und effektiver ge-
stalten zu konnen. Besonders interessant waren die Ergebnisse im Hinblick
auf Hochdosistherapien, bei denen man hohe Mengen Chemotherapeutika
appliziert, die eine anschlieBende Transplantation von Knochenmark
erforderlich macht. Wenn man in der Lage ist, die Wirkung einer Etoposid-
Therapie genauer abschatzen zu konnen, konnte man unter Umstanden viele
Patienten mit dosisoptimierten Normaldosisprotokollen bei gleicher Effektivitat
behandeln und sie damit vor den gefahrlichen Nebenwirkungen einer Hoch-

dosistherapie mit anschlieRender Knochenmarkstransplantation bewahren.

Dieses Verfahren lieRe sich analog auch auf andere Chemotherapeutika
ubertragen. Grundsatzlich besteht der Wunsch einer genaueren Dosierung bei
allen Medikamenten, die die Zellteilung hemmen. da bei allen Substanzen
dieser Gruppe bei Uberdosierung eine Schadigung des Knochenmarks als
Nebenwirkung mit ernsthaften Folgen fir den Patienten auftreten kann. Die
Frage ist natirlich, ob fur die Messung der anderen Zytostatika die PDMS-
Methode geeignet ist. Zur Zeit ist sie lediglich fur die Substanzen Etoposid
und Teniposid validiert, wobei auch schon Versuche mit Taxol (Paclitaxel®)
durchgefuhrt wurden. Als alternative Methode flUr andere Substanzen bietet

sich die HPLC an, die flur viele Substanzen genaue Mefergebnisse liefert.
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8 Zusammenfassung

Limited Sampling Modelle sollen die Flache unter der Zeit-Wirkstoffspiegel-
kurve (,area under the curve’, AUC) von Medikamenten anhand von wenigen
MeRpunkten genau abschatzen. In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen,
ein solches Schatzmodell fur die AUC von Etoposid nach Infusion des
prodrugs Etoposidphosphat zu entwickeln. Dieses Modell ist nicht auf
bestimmte Therapieschemata, Dosierungen, Tumorarten oder Altersstufen der

Patienten beschrankt.

Es wurden insgesamt 30 zufallig ausgewahlte Patienten in die Studie auf-
genommen, die in der onkologischen Abteilung der Universitatsklinik Marburg
wegen unterschiedlicher Krebsleiden mit einer Chemotherapie, die Etoposid-
phosphat enthielt, behandelt wurden. Nach zweiminatiger Infusion des
Etoposidphosphats wurden insgesamt sieben Blutproben zu festen Zeiten
abgenommen und die Wirkstoffspiegel bestimmt. Die quantitative Analyse
wurde mit der 2*2Californium Plasma-Desorptions-Massenspektrometrie nach
Chloroformextraktion und dunnschichtchromatographischer Aufreinigung der
Proben durchgeflhrt. Aus diesen Daten wurde die AUC und weitere

pharmakokinetische Daten bestimmt.

Von den 30 Patienten wurden nach dem Zufallsprinzip 15 ausgewahlt, die den
Trainingsdatensatz bildeten. Anhand dieser Stichprobe wurden Regressions-
gleichungen zwischen der AUC und den Plasmakonzentrationswerten zu ver-
schiedenen Zeitpunkten berechnet. Dabei wurden ein, zwei oder drei Mel-
werte in die Regressionsberechnung einbezogen. Diese Regressions-
gleichungen wurden am Testdatensatz der verbliebenen 15 Patienten validiert,
indem ein statistischer Vergleich zwischen den Ergebnissen von Trainings-
und Testpatientengruppe auf Konsistenz durchgefuhrt wurde. Insgesamt

wurden 18 Modelle validiert.
e 4 Modelle mit einem Pradiktor
¢ 10 Modelle mit zwei Pradiktoren

e 4 Modelle mit drei Pradiktoren
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Von den Gleichungen erwiesen sich zwei als geeignet, um die AUC

abzuschatzen. Das beste Ein-Pradiktor-Modell war das Modell [M6]:
AUC g =1308 - c(8 h) + 1177 [M6]
[AUC] = min-ug/ml, [c] = pg/ml

c(8h) ist der gemessene Plasmakonzentrationswert 8h nach Infusionsende.
Der Korrelationskoeffizient betragt 0,959. Eine genauere Vorhersage ist mit

dem Modell [M7] mdglich, das zwei MeRwerte berlcksichtigt:
AUC (15 min, sh) = 64 - ¢(15 min) + 1133 - ¢(8h) + 269 [M7]
[AUC] = min-pg/ml, [c] = pg/ml

Dabei gehen die Plasmakonzentrationswerte 15min und 8h nach Infusions-
ende in die Schatzung ein, der Korrelationskoeffizient betragt 0,991, d.h. 98%
der Varianz der AUC kann mit Hilfe dieser beiden Parameter erklart werden.
Regressionsgleichungen mit drei Pradiktoren konnten die Schatzgenauigkeit

nicht weiter erhohen.

Die vorgestellten Modelle stellen ein praktikables und effizientes Verfahren
dar, um die AUC von Etoposid nach Infusion des prodrugs Etoposid-Phosphat
mit geringem zeitlichen und materiellen Aufwand exakt bestimmen zu konnen.
Fir den Onkologen ergibt sich somit die Moéglichkeit, die Zusammenhange
zwischen AUC und Wirkung an grol3en Patientenkollektiven genauer unter-
suchen zu kénnen, um die Dosierung in Zukunft optimal an die individuellen

Gegebenheiten des Patienten anpassen zu kdnnen.

Auch bei vielen anderen Zytostatika steht die AUC in einem engen Verhaltnis
zur Toxizitat der Therapie. Somit ist auch hier eine genauere Dosierung als
lediglich nach der Koérperoberflache wunschenswert. Analoge Entwicklungen
fur andere zellhemmende Substanzen kénnten somit die zytostatische Krebs-

therapie grundlegend verbessern.
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