
  Laborinformation Nr. 134 / Update 9/2021

 Uracil-Bestimmung und Genetik für Test auf DPD-Mangel vor Therapiebeginn mit 5-Fluorouracil, Capecitabin, Tegafur 

Medizinischer Hintergrund  
Fluoropyrimidine, darunter 5-Fluorouracil (5-FU) und seine Prodrugs 
Capecitabin und Tegafur, werden als Chemotherapeutikum in 
Kombination mit weiteren Zytostatika u.a. zur Behandlung von 
metastasiertem kolorektalen Karzinom oder fortgeschrittenem 
Mammakarzinom eingesetzt. 
Bei einem Teil der mit 5-FU behandelten Patienten können schwere bis 
lebensbedrohliche Nebenwirkungen auftreten. Das Risiko schwerer 
Nebenwirkungen wird von zahlreichen Faktoren beeinflusst, insbe-
sondere von einem genetisch bedingten Mangel an Dihydropyrimidin-
Dehydrogenase (DPD), einem für den Abbau von 5-FU verantwort-
lichen Enzym. Ein Mangel an DPD führt zu stark erhöhten, toxischen 
Blutkonzentrationen des Arzneistoffs. Die ursächlichen Varianten im 
DPD-Gen (DPYD) sind nicht selten: Bis zu 9% der Europäer tragen eine 
DPD-Genvariante, die zu einem partiellen Mangel und damit einer 
verminderten Aktivität führt; ca. 0,5% weisen einen vollständigen 
Mangel auf. Eine 5-FU-Therapie ist bei Trägern dieser Varianten daher 
mit einem Risiko für schwere Nebenwirkungen assoziiert. Die Therapie-
assoziierte Letalität liegt in diesen Fällen bei bis zu 1%. 

Die Europäische Arzneimittel-Agentur (EMA) empfiehlt daher seit März 
2020, alle Patienten vor einer Therapie mit den Arzneimitteln 5-FU, 
Capecitabin oder Tegafur auf einen potentiellen DPD-Mangel zu testen. 
Bisher war dazu stets eine genetische Analyse des DPYD-Genotyps 
notwendig, welche den Therapiebeginn um bis zu zwei Wochen 
verzögern kann. Seit Juni 2020 wird von den onkologischen 
Fachgesellschaften die Bestimmung von Uracil im Plasma als 
gleichwertig zur molekularbiologischen Abklärung angesehen, da sie 
eine schnellere Abschätzung des DPD-Phänotyps für die Vorhersage 
der Toxizität vor Beginn Chemotherapie mit 5-FU erlaubt. 

Uracil-Bestimmung im Plasma vor Therapiebeginn 
Ein Uracil-Spiegel von ≥16 ng/ml ist dabei prädiktiv für eine Toxizität 
im CTCAE Grad 4. Der Anteil von Patient*innen mit diesem Uracil-
Spiegel liegt bei etwa 3%. Mit Hilfe der Bestimmung von Uracil im 
Plasma kann somit innerhalb von 1-2 Tagen eine Vorhersage über die 
Toxizität einer 5-FU-haltigen Chemotherapie getroffen werden. 
Aufgrund der Uracil-Konzentration ergibt sich folgende Einteilung: 

• unauffälliger DPD-Phänotyp: < 16 ng/ml
• partieller DPD-Mangel: ≥ 16 ng/ml bis  < 150 ng/ml
• vollständiger DPD-Mangel: ≥ 150 ng/ml.

Material: EDTA-Plasma tiefgefroren 
Die Untersuchung kann ausschließlich aus tiefgefrorenem Material 
erfolgen. Uracil steigt in Plasma und EDTA-Blut innerhalb kürzester Zeit an, 
und es kommt zu falsch auffälligen Befunden. Daher unbedingt auf das  
Zentrifugieren und Tieffrieren umgehend nach Entnahme achten. 
Methode: LC-MS/MS, Analytik 3x wöchentlich 
Abrechnung: GOÄ-Ziffer 4210, 52,46 �, EBM-Ziffer 32314, 51,90 � 

Bei partiellem oder vollständigem DPD-Mangel aufgrund der Uracil-
Bestimmung empfiehlt sich ggf. die Spiegelbestimmung von 5-FU kurz 
nach Therapiebeginn, um toxische Spiegel frühzeitig zu erkennen oder die 
genetische Analyse zur Bestimmung des Genotyps mit einer individuellen 
Empfehlung zur Dosisanpassung. 
 
Genetische Analytik 
Bei Vorliegen eines DPYD-Genotyps mit „poor oder intermediate 
metabolizer“-Allelen sind klare Handlungsempfehlungen zur Dosis-
reduktion/-findung publiziert, die das Auftreten von Toxizitätsevents 
minimieren. Die empfohlene Untersuchung von 4 Varianten ist zügig 
durchführbar und mündet in der Definition eines Genotyps mit einer 
individuellen Empfehlung, z.B. einer initialen Dosisreduktion von 50% 
oder mehr. Bei Anzeichen einer schweren, unerklärten Intoxikation nach 
Chemotherapie wie Diarrhoe, Mukositis, Hand-Fuß-Syndrom, Myelo-
suppression oder Neurotoxizität, kann auch eine retrospektive Komplett-
sequenzierung von DPYD und Deletionssuche mit MLPA erfolgen. 
 
Material: EDTA-Blut, Einverständniserklärung gemäß GenDG erforderlich
Methode: RT-PCR & Typisierung mittels Schmelzpunktanalyse (LC480) 
Abrechnung: ab 1.10.2020 EBM: 1x GOP 32867, 1x GOP 11301
GOÄ-Ziffern 1x 3920 (52,46�), 4x 3922 (116,56�), 4x3924 (69,96) 
 
Therapeutisches Drug Monitoring 5-FU unter Therapie 
Zur Erkennung erhöhter Arzneistoffkonzentrationen und Einstellung einer 
optimalen Dosierung besteht darüber hinaus die Möglichkeit des 
Therapeutischen Drug Monitorings (TDM) von 5-FU. Statt der gewohnten 
Beurteilung von Talspiegeln oder Spitzenspiegeln hat sich das TDM von 5-
Fluorouracil mithilfe der Fläche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve 
(AUC, area under the curve) bewährt. Sie berechnet sich mithilfe der 
gemessenen Konzentration im Steady State sowie der Dauer der Infusion. 
Entsprechend kann die Blutentnahme zu einem beliebigen Zeitpunkt der 
Infusion nach Erreichen des Steady State (etwa 2 bis 3 Stunden) erfolgen. 
Eine AUC innerhalb des therapeutischen Bereiches von 20-30 mg x h/l ist 
mit einem optimalen Outcome bei einer geringen Rate unerwünschter 
Wirkungen assoziiert. 

Material: Serum, Versand tiefgefroren 
Methode: LC-MS/MS, 2-3x wöchentlich 
Abrechnung: EBM-Ziffer 32314 (51,90�) - GOÄ-Ziffer 4210 (52,46�)  
 
Ansprechpartner 
Dr. rer. nat. Falko Wünsche (Arzneistoffanalytik) Tel. 0231 9572 6657 
Dr. rer. nat. Thomas Haverkamp (Genetik)  Tel. 0231 9572 6617 
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MRD-Diagnostik bei Chronisch lymphatischer Leukämie / CLL – NGS basiert

Medizinischer Hintergrund

Chronische lymphatische Leukämie (CLL) ist die häufigste Leukämie im
Erwachsenenalter. Sie ist charakterisiert durch eine Akkumulation von
reifzelligen neoplastischen CD5+Lymphozyten im Blut/Knochenmark
und sekundären lymphatischen Organen. Zur Diagnose ist gemäß der
S3 Leitlinie des Leitlinienprogramms Onkologie die Bestimmung des
Immunphänotyps, d.h. das Proteinprofil an der Oberfläche der klonalen
B-Zellpopulation, essentiell. Des Weiteren sind zur Diagnosesicherung
einer CLL >5000 monoklonale B-Zellen/µl nachzuweisen.

Bei Vorliegen einer klonalen B-Zellpopulation ist typischerweise ein 
IgVH-Rearrangement exprimiert. IGHV ist ein Genlocus auf
Chromosom 14 in der Bande q32. Im nativen Zustand besteht dieser
aus 62 IGHV, 27 IGHD und 6 IGHJ Genen (Scheijen et al. 2019).
Ausschließlich in der B-Zelllinie findet zuerst eine Rekombination eines
IGHD Genes mit einem IGHJ Gen und anschließend mit einem IGHV
Gen auf DNA-Ebene statt. Das Ergebnis ist ein VDJ-Rearrangement,
welches aufgrund der funktionellen Rekombinationsmöglichkeiten nur
bei einer von ca. 6 Millionen B-Zellen vorkommt. Zusammen mit
weiteren Mechanismen wie somatischer Hypermutation potenziert
sich die Summe der möglichen B-Zellrezeptor-Rekombinationen auf
ca. 1012. Somit ist es extrem unwahrscheinlich, dass zwei unabhängig 
voneinander entstandene B-Zellen das exakt gleiche VDJ-
Rearrangement aufweisen, was den IGHV-Locus zum Nachweis einer
klonalen B-Zellpopulation prädestiniert. Außerdem ist der IGHV-
Mutationsstatus zusammen mit anderen Markern Teil eines 
prognostischen Scores bei CLL (siehe hierzu Labmed-Letter 130,
11/2019).

Stellenwert der MRD-Diagnostik zum Zeitpunkt der Diagnose

Die S3-Leitlinie empfiehlt, nach gestellter Diagnose bei nicht
behandlungsbedürftigen Patienten im ersten Jahr alle 3-6 Monate und 
ab dem zweiten Jahr alle 3-12 Monate Verlaufskontrollen 
durchzuführen. Diese beinhalten z.Zt. beispielsweise Blutbild und die
Bestimmung des klinischen Stadiums. Sobald eine Progression oder ein 
Rezidiv mit Therapieindikation vorliegt, umfasst die Diagnostik
außerdem z.B. die Erhebung des TP53-Status (SOLL), des IGHV-
Mutationsstatus (SOLLTE) und eine Basisuntersuchung/
Materialasservierung für die Diagnostik der minimalen Resterkrankung
(MRD) (KANN). Die MRD erlaubt das individuelle Monitoring der
Progression, der Therapie-Effizienz/des Therapie-Ansprechens sowie
möglicher Rezidive, so dass theoretisch gezieltere, individuelle
Therapien angewandt werden könnten. Eine Basisuntersuchung für die
MRD ist essentiell, da ohne einen Ausgangswert die Beschreibung des
Verlaufs der Erkrankung nicht möglich ist. In der Leitlinie herrscht
Konsens, dass nach Abschluss einer Therapie eine Untersuchung 
hinsichtlich der MRD angeboten werden kann.

Methodische Vielfalt zur MRD-Quantifizierung

Zur Bestimmung der MRD existiert eine Vielzahl an Techniken. Zum
einen wurde bisher oft eine allelspezifische quantitative real-time PCR
durchgeführt, bei der eigens für den Patienten spezifische Primer
entworfen wurden (Sensitivität 10-6). Eine weitere Methode beruht auf
einer 6-Farben-Durchflusszytometrie, bei der CD19, CD20, CD5, CD43, 
CD79b, CD81, CD22 und CD3 auf der Zelloberfläche nachgewiesen 
werden können und somit die klonale CLL-Zellpopulation quantifiziert
werden kann (Rawstron et al., 2013) (Sensitivität 10-4). Die dritte und
neueste der hier vorgestellten Methoden basiert auf Next Generation
Sequencing (NGS). Hierbei wird aus einer Patientenprobe die 
Gesamtheit der vorliegenden VDJ-Rearrangements sequenziert und
quantifiziert. Wenn die Sequenz des zum Diagnosezeitpunkt
bestimmten IGHV-Rearrangements bekannt ist, kann der Anteil der
Zellen, die dieses Rearrangement tragen, bestimmt werden. Bei dieser
Methodik ist eine Sensitivität von bis zu 10-6 möglich (abhängig von
eingesetzter DNA-Menge und Sequenziertiefe. Oft ist eine Sensitivität
von 10-4 ausreichend.)

MRD als unabhängiger prognostischer Faktor bei CLL

Laut der European Research Initiative on CLL (ERIC) wurden schon
mehr als 20 Studien mit MRD-Analyse durchgeführt. Allen gemein war,
dass das progressionsfreie Überleben (PFS) und das Gesamtüberleben 
(OS) der Patienten signifikant erhöht sind, wenn eine MRD unterhalb
von 10-4 (MRD negativ) nachweisbaren klonalen CLL-Zellen in der
Gesamtheit der Leukozyten erreicht wurde. 

Böttcher et al. konnten zeigen, dass das MRD-Level einen
prognostischen Faktor nach Erstlinientherapie (entweder Fludarabin-
Cyclophosphamid (FC) oder FC-Rituximab (FCR) darstellt. War die MRD
zwei Monate nach Ende der Behandlung <10-4, so betrug das mediane
PFS 68,7 Monate und war damit signifikant höher im Vergleich zu den 
Gruppen MRD zwischen 10-2 und 10-4 bzw. >10-2 (40,5 bzw. 15,4 
Monate PFS). Das mediane OS für die Gruppe MRD >10-2 betrug 48,4 
Monate, wohingegen für die anderen beiden Gruppen aufgrund der 
Studienlaufzeit kein mediane OS bestimmbar war. Neben diesen Daten,
die eine niedrige MRD (<10-4) mit einer besseren Prognose assoziieren,
konnte die Studie auch zeigen, dass die Bestimmung der MRD zur
Einordnung der Therapie-Effizienz verwendet werden kann: Beide
Studienarme (FC und FCR) hatten initial eine quasi identische 
Tumorlast (7,6x10-1 vs. 7,5x10-1). Nach drei Therapiezyklen betrug der
Unterschied bereits eine Log-Stufe (7,3x10-3 vs. 7,0x10-4). Beim finalen
Restaging hatten 35% der FC-behandelten Patienten eine MRD <10-4, 
wohingegen 63% der FCR-behandelten Patienten unterhalb dieser
Grenze lagen. Rawstron et al. berichten hierzu, dass sich das Risiko 
einer Progression pro Log-Reduktion der MRD um 33% verringert
(Marker: PFS, MRD-Kategorisierung 3 Monate nach Therapieende)
(iwCLL Meeting 2015).
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