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Abklrzungen

AFP Alpha-Fetoprotein

BFU-E Burst-forming units erythrocyte

CD34 Oberflachenmarker auf hamatopoetischen Stammzellen
CEl Carboplatin, Etoposid, Ifosfamid

CET Carboplatin, Etoposid, Thiotepa

CFU-GM Colony-forming units granulocyte-macrophage
CML Chronische myeloische Leukamie

CPM Cyclophosphamid

CR Komplette Remission

D Tag

DMSO Dimethylsulfoxid

G-CSF Granulocyte colony-stimulating factor

GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
HCG Humanes Chorion Gonadotropin

HDCT Hochdosischemotherapie

MNC Mononukleare Zellen

NE Nicht evaluiert

NS Nicht signifikant

PBSZ Periphere Blutstammzellen

PEI Cisplatin, Etoposid, Ifosfamid

PD Progrediente Erkrankung ("progressive disease")
PR Partielle Remission

PR- Partielle Remission (tumormarker negativ)

PR+ Partielle Remission (tumormarker positiv)

SD Stabile Erkrankung ("stable disease")

TI Taxol, Ifosfamid

TIP Taxol, Ifosfamid, Cisplatin



Abstrakt

Bei Patienten mit Keimzelltumoren werden Mobilisation und Separation peripherer Blut-
stammzellen durch das Alter, die zytostatische Vorbehandlung und Art der Mobilisations-
chemotherapie statistisch signifikant beeinflu3t. Der beste pradiktive Parameter fir die
gesammelten Stamm- und Vorlauferzellen ist die Anzahl der peripheren CD34+ Zellen,
die am Tag der Leukapherese im Blutkreislauf zirkulieren. Fur die Rekonstitution der
Granulo- und Thrombozytopoese nach Hochdosischemotherapie ist die Dosis der trans-
fundierten CD34+ Zellen von signifikantem Wert. Bei der Transplantation von mehr als
2,5°10° CD34+ Zellen/kg kann mit einer schnellen und sicheren Regeneration der
Hamatopoese, einem niedrigeren Bedarf an Antibiotika, Erythrozyten- und Thrombozy-

tenkonzentraten sowie einem klrzeren Krankenhausaufenthalt gerechnet werden.

Schlisselworter: Hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen — Mobilisation und

Separation — Hochdosischemotherapie — Autologe Transplantation

Abstract

In patients with germ cell cancer the mobilization and collection of peripheral blood
progenitor cells are significantly influenced by patient's age, cytotoxic pretreatment and
the mobilization chemotherapy used. The best predictive factor for harvested progenitor
cells is the number of CD34+ cells circulating in the peripheral blood on the day of
leukapheresis. The dose of transfused CD34+ cells has a significant impact on the
reconstitution of granulocytes and platelets after high-dose chemotherapy. Transplan-
tation of more than 2,5 10° CD34+ cells/kg results in a rapid and safe regeneration of
hematopoiesis, less antibiotics and transfusion requirements (red blood cell and platelet

concentrates) and a shorter hospital stay.

Key Words: hematopoietic stem and progenitor cells — mobilization and collection —

high-dose chemotherapy — autologous transplantation



1. Einleitung

1.1. Hochdosischemotherapie und Transplantation hamatopoetischer Stammzellen

Hochdosistherapiestrategien gewinnen in letzter Zeit in der Behandlung von hamatolo-
gischen Malignomen und soliden Tumoren zunehmend an Bedeutung (1, 2). Hierbei
kommt eine Hochdosischemo-/Radiotherapie zur Anwendung, die jedoch wegen der
ausgepragten Hamatotoxizitat (Myelosuppression) fir den Patienten potentiell geféahrlich
istt. Um die Rekonstitution der eigenen Hamatopoese zu gewdahrleisten und zu
beschleunigen, werden dem Patienten im Anschlufd an die Hochdosistherapie autologe
hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen des Knochenmarks oder des peripheren
Blutes als "Transplantat" verabreicht (3-6). Bis Ende der achtziger Jahre kamen
Uberwiegend hamatopoetische Transplantate des Knochenmarks zur Anwendung. Seit
einigen Jahren sind jedoch die hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen des
peripheren Blutes, die mittels Leukapherese am Zellseparator gewonnen werden, in den
Mittelpunkt der autologen Transplantation gertckt. Verglichen mit Knochenmark-
transplantaten bieten periphere Blutstammzellen einige Vorteile: es wird keine Voll-
narkose zur Entnahme bendtigt, die Gewinnung ist auch bei Patienten mit Knochen-
markfibrose oder krankheitsbedingtem Knochenmarkbefall moglich und sie fuhren zu
einer schnelleren hamatopoetischen Rekonstitution nach Hochdosischemo-/Radio-
therapie (7-10). Ob autologe Transplantate des peripheren Blutes eine seltenere
Kontamination durch maligne Zellen aufweisen, ist derzeit Gegenstand kontroverser
Diskussion (11-14).

1.2. Zirkulierende hamatopoetische Stamm- und Vorl&uferzellen

In der ersten Halfte der sechziger Jahre konnte im Maus- und Hundemodell erstmals die
Existenz von zirkulierenden hamatopoetischen Stammzellen nachgewiesen werden (15-

17). Anfang der siebziger Jahre fanden McCredie et al und andere Arbeitsgruppen im



menschlichen Blut zirkulierende mononukleére Zellen (MNC), die die Fahigkeit besal3en
auf Methylzellulose in-vitro granulozytdre und monozytare Zellkolonien der Hamato-
poese zu bilden (CFU-GM: colony-forming units granulocyte-macrophage) (18-21).
Einige Jahre spater konnten mehrere Arbeitsgruppen am Hundemodell zeigen, daf3
durch die Ubertragung von MNC des peripheren Blutes die Hamatopoese von Hunden,
die zuvor eine myeloablative Therapie mit Cyclophosphamid (CPM) und Busulfan oder
eine letale Ganzkorperbestrahlung erhalten hatten, wiederhergestellt werden konnte (22-
26). Basierend auf Erkenntnissen am Hundemodell versuchten einige Forschergruppen
zirkulierende MNC mittels Leukapherese am Zellseparator aus dem Blutkreislauf des
Menschen zu gewinnen (27-30). Ende der siebziger Jahre gelang Goldman et al der
Nachweis, dald zirkulierende MNC die menschliche Hamatopoese in-vivo rekonstituieren
konnen. Patienten in fortgeschrittenen Stadien einer chronischen myeloischen Leuk&mie
(CML) erhielten eine myeloablative Therapie gefolgt von der Reinfusion autologer MNC,
die zuvor wahrend der chronischen Krankheitsphase oder nach einer zytostatischen
Therapie mit CPM gesammelt und kryokonserviert worden waren (31). Die Myelo-
suppression der Patienten wurde erfolgreich Gberwunden, die erzielte chronische Phase
der CML war jedoch von kurzer Dauer (32). Es folgten weitere sporadische Mitteilungen
Uber Transplantation von zirkulierenden hdmatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen,
die jedoch erfolglos verliefen (33-35). Systematische Untersuchungen zur Gewinnung
und Transplantation peripherer Blutstammzellen wurden erst ab Mitte der achtziger Jahre
durchgefuhrt (36-40). Besonderes Interesse galt zunachst Patienten, deren
Knochenmark aufgrund einer vorausgehenden Strahlentherapie fibrotisch oder mit
malignen Zellen der Grunderkrankung infiltriert war (41, 42). Es zeigte sich jedoch, dal3
die Reinfusion von zirkulierenden Blutstammzellen, die im sogenannten "steady state",
das heil3t unter Ruhebedingungen, gewonnen wurden, mit dem Risiko einer verzdgerten
hamatopoetischen Regeneration nach Hochdosistherapie behaftet war, die vor allem die
Thrombopoese betraf (43). Desweiteren waren teilweise mehr als zehn Sitzungen
(Leukapheresen) am Zellseparator noétig, um eine ausreichende Dosis an MNC zu
gewinnen (44). Die Erkenntnisse uber die Mobilisation von hdmatopoetischen Stamm-
zellen aus dem Knochenmark ins periphere Blut im Anschlul3 an eine zytostatische
Chemotherapie und/oder nach Verabreichung eines hamatopoetischen Wachstums-

faktors hatten wegweisende Bedeutung fir die Separation und Transplantation



peripherer Blutstammzellen (45-47). In der Folgezeit gelang es die Zahl der Leuka-
pheresen, die zur Gewinnung eines suffizienten hAmatopoetischen Transplantats nétig
war, drastisch zu reduzieren (48-50). Desweiteren konnte gezeigt werden, dafl3
sogenannte "mobilisierte” periphere Blutstammzellen nach Hochdosistherapie zu einer

schnelleren Erholung der Hamatopoese fuhrten (51, 52).

1.3. Das CD34 Antigen

Die Entdeckung des Antigens CD34, das auf der Oberflache hamatopoetischer Stamm-
und Vorlauferzellen des Knochenmarks und des peripheren Blutes exprimiert wird, war
von herausragender Bedeutung fir das Verstandnis der Physiologie der Blutbildung (53-
55). Unter Ruhebedingungen sind etwa 1-4% der kernhaltigen Zellen im Knochenmark,
jedoch nur 0,01-0,04% der Leukozyten des peripheren Blutes CD34-positiv (CD34+). Die
Bestimmung der CD34+ Zellen erfolgt meistens durchfluRzytometrisch und gehdort an
Transplantationszentren zur Routinediagnostik (56, 57). Mehr als 90% der CD34+ Zellen
sind als determinierte Vorlauferzellen der Hamatopoese anzusehen, da sie die Fahigkeit
zur Selbsterneuerung nicht mehr besitzen. Im Gegensatz hierzu besitzen die pluri-
potenten Blutstammzellen die Fahigkeit zur dauerhaften Rekonstitution aller Zellreihen
der Hamatopoese. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dal3 etwa 100 solcher

hochgereinigten Zellen zur kompletten Rekonstitution der Hamatopoese fuhrten (58).

1.4. Mobilisation autologer Blutstammzellen aus dem Knochenmark ins periphere
Blut

1.4.1. Mobilisation durch zytostatische Medikamente

Richman et al beschrieben erstmals bei Patienten mit soliden Tumoren den

mobilisierenden Effekt einer intermittierenden zytostatischen Chemotherapie auf die



zirkulierenden Blutstammzellen, wobei sie eine 20-fache Erhohung der CFU-GM im
peripheren Blut beobachteten (59). In den folgenden Jahren wurde mehrfach gezeigt,
dall eine zytostatische Chemotherapie einen positiven Effekt auf die Zahl der
zirkulierenden Blutstammzellen hat (60-63). Schwartzberg et al fanden einen direkten
Zusammenhang zwischen der Schwere der Myelosuppression und der Hohe der Zahl
zirkulierender Blutstammzellen (64). Die Verabreichung von hohen Dosen CPM (7 g/mz)
bewirkte eine effiziente Mobilisation von Blutstammzellen aus dem Knochenmark ins
periphere Blut, war jedoch wegen der ausgepragten Myelosuppression mit einer
erheblichen Rate an Morbiditat und Mortalitat behaftet (65, 66). Durch die Verabreichung
eines hamatopoetischen Wachstumsfaktors im Anschlufld an die hochdosierte Therapie

mit CPM konnte die Toxizitat deutlich reduziert werden (67).

1.4.2. Mobilisation durch hdmatopoetische Wachstumsfaktoren

Eine wichtige Rolle fur die Mobilisation von Blutstamm- und Vorlauferzellen spielte die
Entdeckung der hamatopoetischen Wachstumsfaktoren (68-70). Im Gegensatz zu
Zytostatika sind Granulozyten koloniestimulierender Faktor (G-CSF) und Granulozyten-
Makrophagen koloniestimulierender Faktor (GM-CSF) in der Lage, ohne eine Zytopenie
zu verursachen, die Zahl der CD34+ Zellen des peripheren Blutes um den Faktor 80 zu
steigern (71-76). Hierbei besteht zwischen Zytokindosis und der Zahl der mobilisierten
Stammzellen eine eindeutige Dosis-Wirkungs-Beziehung (77-79). Zur Mobilisation
peripherer Blutstammzellen werden in der Regel G-CSF (Neupogené‘, Amgen, Minchen,
Granocyte®, Rhone-Poulenc Rorer, Koln) oder GM-CSF (Leucomax?®, Essex Pharma,
Munchen) meistens in einer Dosierung von 5-24 pg/kg/d subkutan verabreicht. Im
klinischen Alltag hat sich in der Mobilisation peripherer Blutstammzellen G-CSF
gegenuber GM-CSF, nicht zuletzt wegen der geringeren Nebenwirkungsrate, eindeutig
durchgesetzt (80). Nach aktuellen Erkenntnissen wird empfohlen, die tagliche Gesamt-
dosis von G-CSF in zwei Dosen aufzuteilen (81). Dabei sollte allerdings bedacht werden,
dal3 die Leukapherese erst einige Stunden nach der morgendlichen Dosis durchgefiihrt

wird, da G-CSF paradoxerweise zunachst zu einem kurzfristigen Abfall der zirkulieren-



den CD34+ Zellen fihrt (82). Bei ausgepragter Thrombozytopenie konnen G-CSF/GM-

CSF als intravendse Dauer- oder Kurzinfusion gegeben werden.

1.4.3. Mobilisation durch Chemotherapie und Wachstumsfaktoren

Die Kombination von zytostatischer Chemotherapie und hdmatopoetischem Wachstums-
faktor kann die Zahl der zirkulierenden Blutstammzellen um den Faktor 1.000 steigern
(83). Deshalb werden die Blutstammzellen von Patienten, die an einer malignen
Erkrankung leiden, haufig mit einer zytostatischen Chemotherapie und einem hamato-
poetischen Wachstumsfaktor mobilisiert. Hierbei kommen entweder CPM (2-7 g/m?) oder
eine Polychemotherapie zur Anwendung (84-86). Die zytostatische Chemotherapie wird
meistens an die individuelle maligne Erkrankung des Patienten adaptiert, um eine
optimale Tumorreduktion vor der Hochdosistherapie zu erreichen (87-94). Die Gabe von
G-CSF oder GM-CSF, meistens in einer Dosierung von 5-10 ug/kg/d, beginnt einen Tag

nach Ende der Chemotherapie und wird bis zur letzten Stammzellsammlung fortgefihrt.

1.5. "Monitoring" der zirkulierenden Blutstammzellen nach Mobilisation

Die Bestimmung des optimalen Zeitpunkts der Einleitung der Leukapheresen nach
Stammzellmobilisierung ist besonders wichtig. Nach Beendigung der Chemotherapie wird
das Blutbild zun&chst etwa alle zwei bis drei Tage bestimmt, um den tiefsten Wert der
Leukozyten ("Nadir") zu erfassen. Sobald der Nadir durchschritten wird und/oder die
Leukozyten tber 1.000/ul steigen, ist die Blutbildbestimmung taglich durchzufihren. Ab
diesem Zeitpunkt soll die Zahl der zirkulierenden CD34+ Zellen mittels Durchfluf3zyto-
metrie taglich bestimmt werden, um den Anstieg der CD34+ Zellen zu verfolgen, ihren
Hochstwert zu erfassen und die Leukapheresen einzuleiten (95). Etwa 10 bis 14 Tage
nach Ende der Mobilisierungschemotherapie erreichen die Stamm- und Vorlauferzellen
im peripheren Blut mit bis zu 1.000 CD34+ Zellen/ul ihren Hochststand (Normalwert: 1-

4/ul). Wegen der starken interindividuellen Streuung, auch innerhalb eines homogenen



Patientenkollektivs, lalt sich der Hochstwert fur den einzelnen Patienten kaum
voraussagen. Aus diesem Grunde gestaltet sich die Bestimmung des Zeitpunkts des

Apheresebeginns recht schwierig.

1.6. Rekonstitution der Blutbildung nach Hochdosistherapie und Transplantation

von autologen hamatopoetischen Stammzellen

Die zur Behandlung einer malignen Erkrankung eingesetzte Hochdosischemo-/Radio-
therapie fihrt zu einer tiefen Myelosuppression. In dieser Zeit ist der Patient durch
Infektionsrisiko, Blutungsneigung aber auch durch die nichthamatopoetische Toxizitat
gefahrdet. Die intravents verabreichten Stamm- und Vorlauferzellen des Knochenmarks
oder des peripheren Blutes gelangen aus dem Blutkreislauf in das Knochenmark des
Patienten, nisten sich dort ein und bringen die Hadmatopoese erneut in Gang (2, 96). In
der klinischen Routine wird von dem Tag an mit einem Angehen des Transplantats
("Engraftment”) gerechnet, an dem Blutwerte mit Leukozyten >1.000/pl, Granulozyten
>500/pl und Thrombozyten >20.000/ul erstmals erreicht werden und tGber diesem Niveau

verbleiben. Dabei wird der Transplantationstag als Tag 0 bezeichnet.

1.6.1. Hamatopoetische Regeneration nach autologer Knochenmarktransplantation

Die Erholung der Hamatopoese nach Hochdosischemo-/Radiotherapie und autologer
Knochenmarktransplantation erfolgt in der Regel nach etwa zwei bis drei Wochen mit
Granulozyten >500/pl und drei bis vier Wochen mit Thrombozyten >20.000/ul (97, 98).
Hierbei wird der reinfundierten Dosis an MNC/kg und/oder CFU-GM/kg eine pradiktive
Rolle fur die Rekonstitution der autologen Hamatopoese nach Hochdosistherapie
zugeschrieben (99-101). Diese Ansicht wird jedoch nicht von allen Forschergruppen
geteilt (102).



1.6.2. Hamatopoetische Regeneration nach Transplantation von autologen peri-

pheren Blutstammzellen

Die hamatopoetische Rekonstitution nach einer Hochdosistherapie und Ubertragung
peripherer Blutstammzellen hangt davon ab, ob die Zellen im "steady state" oder im
Anschluf? an eine Mobilisation gewonnen wurden. Blutstammzellen aus dem "steady
state" sind nicht in der Lage ein schnelleres "Engraftment” zu ermdglichen als Knochen-
markzellen (103). Im Vergleich zur autologen Knochenmarktransplantation erfolgt die
hamatopoetische Regeneration nach Reinfusion von "mobilisierten" peripheren Blut-
stammzellen in einem signifikant kiirzeren Zeitraum (9, 10, 104, 105). Nach Reinfusion
des "mobilisierten” Stammzelltransplantats kann im Regelfall in 1 bis 2 Wochen mit der
Rekonstitution der Granulozyten >500/pl und Thrombozyten >20.000/ul gerechnet
werden. Dies beruht wahrscheinlich sowohl auf quantitativen als auch qualitativen Unter-
schieden, wie Zahl und Zusammensetzung der hamatopoetischen Stammzellen der
beiden Transplantatformen. Um das hamatopoetische Potential eines peripheren Blut-
stammzellprodukts abzuschatzen, wird die Bestimmung folgender Zelldosen empfohlen:
MNC/kg, CD34+ Zellen/kg und CFU-GM/kg (106). Von diesen Parametern hat sich die
Zahl der Ubertragenen CD34+ Zellen als der beste pradiktive Faktor flr die Regeneration
der Blutbildung durchgesetzt. Bei der autologen Transplantation von peripheren
Blutstammzellen nach Hochdosistherapie ist eine schnelle und dauerhafte
hamatologische Rekonstitution nach Reinfusion einer Mindestmenge von 2,0-2,5" 10°
CD34+ Zellen/kg zu erwarten (107-111). Einige Autoren empfehlen die Ruckgabe von
mehr als 5,00 10° CD34+ Zellen/kg, um vor allem die Thrombopoese weiter zu be-
schleunigen (112-114).

1.7. Hochdosischemotherapie und Transplantation autologer Blutstammzellen bei

Patienten mit malignen Keimzelltumoren

Die malignen Keimzelltumoren des Mannes sind prinzipiell chemotherapiesensibel. Die

Behandlung mit einer Standard-Chemotherapie fuhrt in 70-80% der Patienten zu



langfristigen Remissionen (115). Allerdings gibt es zwei Patientengruppen, die eine
deutlich schlechtere Prognose haben: Patienten, die nach einer Chemotherapie
rezidivieren und Patienten, die bei Primardiagnose eine fortgeschrittene Metastasierung
("advanced disease") aufweisen. Experimentelle Studien haben bei Rezidiven gezeigt,
dal3 eine hoherdosierte Gabe von Etoposid und Ifosfamid bei Patienten zu Remissionen
fuhrte, die auf eine vorausgehende Standarddosis-Chemotherapie mit Etoposid und
Ifosfamid kein Ansprechen gezeigt hatten (116, 117). Obwohl Ergebnisse einer
randomisierten Studie zur Hochdosischemotherapie bei rezidivierten und/oder re-
fraktdren Keimzelltumoren bislang fehlen, legen die bisherigen Studien nahe, dal} eine
solche Therapie das Langzeitiberleben dieser Patienten von etwa 20% nach
konventioneller "salvage" Chemotherapie auf 40-50% verbessern kann (118-120). Trotz
einer Vielzahl offener Fragen wie Zeitpunkt der Hochdosischemotherapie (erstes oder
zweites Rezidiv), Anzahl der zu applizierenden Behandlungen (ein oder zwei Zyklen) und
Art des optimalen Hochdosistherapieregimes, hat sich diese Therapiemodalitat in vielen
Landern etabliert (121). Solange jedoch keine randomisierten Studienergebnisse
vorliegen, sollte eine Hochdosischemotherapie zur Behandlung von Patienten mit
Keimzelltumoren nur im Rahmen von prospektiven Studien an spezialisierten Zentren

durchgefiihrt werden.
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2. Patienten und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Von Januar 1993 bis Juli 1998 wurden 137 Manner mit rezidivierten und/oder refraktaren
malignen Keimzelltumoren in der Abteilung Innere Medizin mit Schwerpunkt Hamato-
logie/Onkologie (Leiter: Prof. Dr. med. D. Huhn), Universitatsklinikum Charité/Virchow-
Klinikum, Humboldt-Universitat Berlin, mit drei bis vier Zyklen einer konventionellen
"salvage"” Chemotherapie behandelt. Die Separation peripherer Blutstammzellen erfolgte
nach dem ersten Zyklus der Chemotherapie, bei Bedarf auch nach weiteren Zyklen.
Siebzehn Patienten konnten fir die vorliegende Analyse wegen unvollstandiger Daten-
dokumentation oder Progression ihrer Erkrankung nicht beriicksichtigt werden, da bei
Nichtansprechen der Krankheit auf eine Blutstammzellseparation und Hochdosis-
chemotherapie in der Regel verzichtet wurde. Somit verblieben 120 Patienten fir die
Analyse zur Mobilisation und Separation zirkulierender Blutstammzellen. Von diesen
Patienten wurden 101 Patienten nach Abschlufd der konventionellen "salvage" Chemo-
therapie einer Hochdosischemotherapie mit nachfolgender Transplantation autologer
Blutstammzellen zugefihrt. Letztlich konnten 96 Patienten in die Analyse der hamato-

poetischen Rekonstitution und der Supportivtherapie aufgenommen werden.

2.2. Mobilisierungschemotherapie

Es wurden drei "salvage" Chemotherapieregime zur Mobilisation peripherer Blutstamm-

zellen eingesetzt:
1. Cisplatin, Etoposid, Ifosfamid (PEI).
2. Taxol, Ifosfamid, Cisplatin (TIP).

3. Taxol, Ifosfamid (TI).
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Einen Tag nach Beendigung der Chemotherapie erfolgte die erste subkutane Gabe von
G-CSF: Patienten mit PEI und TIP erhielten 5 pg/kg/d und TI-Patienten 10 pg/kg/d. Die
Applikation von G-CSF wurde in gleicher Dosierung bis zum Abschluld der Apheresen

fortgefuhrt.

2.2.1. Cisplatin, Etoposid und Ifosfamid (PEI)

Sechsundsechzig Patienten erhielten drei Zyklen PEI mit jeweils Cisplatin 20 mg/m?,
Etoposid 100 mg/m2 und Ifosfamid 1,2 g/m2 an den Tagen 1-5 (Abbildung 1). Cisplatin

und Etoposid wurden als 1-h-Infusion, Ifosfamid als 2-h-Infusion verabreicht.

PBSZ-Separation Kryokonservierung

Reinfusion

G-CSF (GCSF) (G-CSF) o CEl- | ¥y
PEI PEI PEI HDCT

-

A

Abbildung 1. Ablauf der chemotherapeutischen Behandlung mit PElI und Hoch-
dosis-CEl (Carboplatin, Etoposid, Ifosfamid)

2.2.2. Taxol, Ifosfamid und Cisplatin (TIP)

Sechsundzwanzig Patienten wurden mit drei Zyklen TIP und jeweils Taxol 175 mg/m2 (1-
h-Infusion) am Tag 1, Ifosfamid 1,2 g/m2 (2-h-Infusion) und Cisplatin 20 mg/m2 (1-h-
Infusion) an den Tagen 2-6 behandelt (Abbildung 2).



2.2.3. Taxol und Ifosfamid (TI)

12

Achtundzwanzig Patienten erhielten einen Zyklus Tl mit Taxol 175 mg/m2 als 1-h-Infusion

und Ifosfamid 5,0 g/m2 als 22-h-Infusion am Tag 1. Darauf folgten drei weitere Zyklen

TIP (Abbildung 3).

PBSZ-Separation

Kryokonservierung

TIP

G-CSF
'Y

TIP

(G-CSF) |

TIP

(G-CSF)

CET-
HDCT

Reinfusion

-

Abbildung 2. Ablauf der chemotherapeutischen Behandlung mit TIP und Hoch-

dosis-CET (Carboplatin, Etoposid, Thiotepa)

PBSZ-Separation

Kryokonservierung

Tl

G-CSF

A 4

TIP

(G-CSF)

TIP

(G-CSF)

N

TIP

(G-CSF) |

CET-
HDCT

Reinfusion

<
-

Abbildung 3. Ablauf der chemotherapeutischen Behandlung mit TI/TIP und

Hochdosis-CET (Carboplatin, Etoposid, Thiotepa)
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2.3. Bestimmung zirkulierender Blutstammzellen

Die Zahl der peripheren Blutstammzellen wurde im Labor fur Durchflu3zytometrie (Prof.
Dr. med. S. Serke), Abteilung Innere Medizin mit Schwerpunkt Hamatologie/Onkologie,
Virchow-Klinikum, Humboldt-Universitat, durch den Nachweis des Antigens CD34 auf der
Oberflache der Leukozyten bestimmt und uns freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

Zur Beschreibung der Methodik sei an dieser Stelle auf die Literatur verwiesen (57, 122).

2.4. Separation zirkulierender Blutstammzellen

Die Sammlung der peripheren Blutstammzellen wurde mittels Leukapherese an den Zell-
separatoren Fresenius AS104% (Fresenius NPBI, Dreieich) oder COBE Spectra® (COBE
BCT, Planegg-Martinsried) durchgefuhrt (123, 124). Wahrend einer 150-270 mindtigen
Leukapherese wurden im Median 11 | (6-16) Venenblut mit einer Geschwindigkeit von
40-70 ml/min Uber zwei Kubitalvenen der Arme oder einen doppellaufigen zentral-
ventdsen Katheter, jeweils fur Entnahme und Ruckgabe, prozessiert. Um katheter-
assoziierte Komplikationen wie Thrombose, Infektion, Blutung und Pneumothorax, sowie
die Gabe von Heparin zur Katheterpflege zu vermeiden, wurden wenn mdoglich periphere
Venenzugange gelegt. Bei schlechten Venenverhéltnissen erfolgten die Leukapheresen
tiber groRvolumige Katheter (GamCath Catheters?®, JOKA GmbH, Hechingen).

2.5. Kryokonservierung und Lagerung peripherer Blutstammzellen

Vor der Kryokonservierung wurden die Leukaphereseprodukte gegebenenfalls durch
Zentrifugation (2.000 U/min, 10 min) auf ein Volumen von etwa 70 ml eingestellt und in
einen Kryokonservierungsbeutel Uberfuhrt (Gambro, Hechingen; Baxter Biotech, Unter-
fohring). Kurz vor Beginn des Einfriervorgangs wurden 30 ml einer gekihlten Dimethyl-
sulfoxid Losung (DMSO 33,3%, Apotheke, Virchow-Klinikum) zur ebenfalls vorgekihlten
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Zellsuspension in den Einfrierbeutel gegeben. Nach grindlichem Durchmischen wurden
drei bis funf Pilotrohrchen mit jeweils 1 ml Zellsuspension gefullt, um zu einem spéteren
Zeitpunkt Analysen aus kryokonserviertem/aufgetautem Material durchfihren zu kénnen.
Der kontrollierte Einfriervorgang, wobei in 85 min - 101°C erreicht wurde, fand in einem
automatischen Gerat statt (Messer Griesheim, Mudersbach). Danach wurden die
Blutstammzellprodukte und Pilotréhrchen in einen speziellen Tank mit flissigen Stick-
stoff (N2) eingelagert (- 196°C).

2.6. Laboratoriumsuntersuchungen zur Qualitatskontrolle der Stammzellprodukte

2.6.1. Untersuchungen vor Kryokonservierung

Folgende Parameter wurden vor Kryokonservierung aus den Leukaphereseprodukten
bestimmt: Leukozyten/ul, Thrombozyten/ul, Hamoglobin mg/dl und Hamatokrit (%) am
Zell-Analysegerat NE-7000° (TOA Sysmex, Kobe, Japan), MNC (%) nach mikrosko-
pisch-manueller Auswertung von May-Grunwald gefarbten Blutausstrichen und CD34+
Zellen am DurchfluBzytometer (FACScan®, Becton Dickinson, San Jose, USA). Die
Gesamtzahl der MNC und CD34+ Zellen des jeweiligen Blutstammzellprodukts ergab pro
kg Korpergewicht die gesammelte individuelle Zelldosis eines Patienten. Desweiteren
wurden fur die Sterilitatsprifung der einzelnen Produkte aerobe und anaerobe
Blutkulturflaschen (BCB System?, Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen) mit jeweils 1
ml Zellsuspension beimpft und an das Institut fir Mikrobiologie und Hygiene, Virchow-

Klinikum, Humboldt-Universitat, weitergeleitet (125).

2.6.2. Untersuchungen nach Kryokonservierung

Aus dem Inhalt von kryokonservierten/aufgetauten Pilotréhrchen eines jeden Stammzell-

produkts wurde der Anteil vitaler Zellen bestimmt und ihre Wachstumsfahigkeit im
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Kolonie-Assay untersucht (126). Die VitalitAtsprifung erfolgte durch die Trypanblau-
Farbung, wobei tote Zellen durch den Farbstoff blau gefarbt erschienen und von den hell
leuchtenden vitalen Zellen unterschieden werden konnten. Vor einer geplanten Hoch-
dosischemotherapie wurden zur Prifung der Wachstums- und Teilungsfahigkeit der
kryokonservierten/aufgetauten Blutstammzellen Kulturen in Methylzellulose angelegt um
hamatopoetische Kolonien zu zlchten: granulozytare/monozytare Kolonien (CFU-GM:
colony-forming units granulocyte-macrophage) und erythrozytéare Kolonien (BFU-E: burst-
forming units erythrocyte). Hierbei wurde der Inhalt eines aufgetauten Pilot-réhrchens (1
ml) in ein 10 ml Falcon-Rdhrchen gegeben, mit 9 ml RPMI Lésung aufgefillt und bei
2.000 U/min fir 10 min ohne Bremse zentrifugiert. Nach Abkippen des Uberstands
erfolgte die Resuspension der Zellen in RPMI Lésung. Danach wurde die Zellsuspension
Uber einen Dichtegradienten (Ficoll) gegeben. Durch Zentrifugation ohne Bremse (15
min, 2.500 U/min) erfolgte die Anreicherung der MNC in der Interphase. Nach
Abpipettieren der Interphase folgten zum Auswaschen des Dichtegradienten die
Aufnahme der Zellen in RPMI Lésung und eine weitere Zentrifugation fur 10 min bei
2.000 U/min. Nach Dekantieren des Uberstands und Resuspension der Zellen in Iscove's
modified medium (IMDM) L6sung wurde als nachster Schritt die Bestimmung der Zellzahl
mit Turk' scher Losung in der Schilling-Kammer unter einem Phasen-kontrastmikroskop
durchgefuhrt (10 pl Zellsuspension plus 90 ul Tark'sche Losung). Danach folgte die
Zugabe von 3’ 10° MNC in ein Rohrchen mit 2,5 ml Methylzellulose. Aus dem MNC-
Methylzellulose-Gemisch wurde 1,2 ml pro Vertiefung einer Falcon Gewebekulturplatte
gegeben, die vorher mit 25 pl (62,5 pg) GM-CSF, 10 ul (1,25 U) Erythropoietin und 25 pl
einer Antibiotika-Antimykotikum-Losung mit Penicillin (10.000 U/ml), Streptomycin (10
mg/ml) und Amphotericin B (25 pg/ml) beschickt worden war. Jede Kultur wurde im
Doppelansatz angelegt und die Kulturplatten 14 Tage im Brutschrank bei 37°C und 5%
CO; bebritet. Die Bestimmung der Kolonien (CFU-GM, BFU-E) erfolgte unter einem
Umkehrmikroskop, wobei Zellhaufen mit mehr als 50 Zellen als Kolonie gewertet wurden.
Aus der CFU-GM-Koloniezahl des Doppelansatzes wurde der Mittelwert berechnet und

nach folgender Formel die Gesamtkoloniezahl pro Leukapherese bestimmt:
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Anzahl CFU-GM pro Kulturansatz © Gesamtzahl MNC pro Stammzellprodukt

10°

Die berechnete Zahl an CFU-GM wurde durch das Koérpergewicht des Patienten geteilt,

um die individuelle CFU-GM-Dosis pro kg zu erhalten.

2.7. Hochdosischemotherapie

Es kamen zwei Chemotherapieregime zur Anwendung:

1. Carboplatin, Etoposid und Ifosfamid (CEl).
2. Carboplatin, Etoposid und Thiotepa (CET).

Nach Beendigung der Hochdosischemotherapie folgten ein bis zwei Tage Pause, danach
erfolgte die Reinjektion der gefrorenen/aufgetauten Blutstammzellen (Tag 0). Ab Tag +1

wurde G-CSF als kontinuierliche Infusion verabreicht (5 pg/kg/d).

2.7.1. Carboplatin, Etoposid und Ifosfamid (CEI)

Von 66 Patienten, die mit PEI als konventionelle Chemotherapie behandelt wurden,
erhielten 57 Patienten Hochdosis-CElI in der folgenden kumulativen Dosierung:
Carboplatin 1.500 mg/m?, Etoposid 2.400 mg/m® und Ifosfamid 10 g/m?. Carboplatin
wurde als 1-h-Infusion an drei Tagen (500 mg/mzld), Etoposid als 1-h-Infusion an vier
Tagen (600 mg/mzld) und Ifosfamid als 22-h-Infusion an vier Tagen (2.500 mg/mzld)
verabreicht (Tabelle 1).

2.7.2. Carboplatin, Etoposid und Thiotepa (CET)

Von 55 Patienten mit TIP oder TI/TIP als “salvage” Chemotherapie erhielten 44 Patienten
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Hochdosis-CET in der folgenden kumulativen Dosierung: Carboplatin 1.500 mg/mz,
Etoposid 2.400 mg/m® und Thiotepa 450 mg/m?. Carboplatin wurde als 1-h-Infusion an
drei Tagen (500 mg/mzld), Etoposid als 1-h-Infusion an vier Tagen (600 mg/ m2/d) und
Thiotepa als 1-h-Infusion an dre Tagen (150 mg/mzld) appliziert (Tabelle 2).

2.8. Auftauen und Reinjektion autologer Blutstammzellen

Am Tag der Riuckgabe der Blutstammzellen (Tag 0), wurden die tiefgefrorenen Aphere-
seprodukte in einem Behalter mit flissigem N, auf die Station transportiert. Kurz vor der
geplanten Reinjektion erfolgte ein rasches Auftauen der gefrorenen Produkte in einem
Wasserbad bei 40°C. Die Zellsuspension wurde in 50-ml-Spritzen aufgezogen und sofort
uber einen zentralvendsen Katheter dem Patienten injiziert. SchlieBlich wurden die
leeren Kyrokonservierungsbeutel mit je 5-10 ml Kochsalzlésung ausgespdilt, der Inhalt in
aerobe/anaerobe Blutkulturflaschen gespritzt und zur Sterilitdtstestung an das Institut fur

Mikrobiologie und Hygiene, Virchow-Klinikum, Humboldt-Universitat, geschickt.



Tabelle 1. Zeitlicher Ablauf der Hochdosischemotherapie CEl

18

Tag —6 Tag -5 Tag -4 Tag -3 Tag -2/ -1|Tag O Tag +1
Carboplatin | Carboplatin | Carboplatin Pause
500 mg/m? |500 mg/m? |500 mg/m?
Etoposid Etoposid Etoposid Etoposid
600 mg/m® {600 mg/m® |600 mg/m* |600 mg/m?
Ifosfamid Ifosfamid Ifosfamid Ifosfamid
25g/m®>  |25gm®> [25g/m* |25 g/m?
Stammzell-
Reinjektion
G-CSF
5 ug/kg/d
Tabelle 2. Zeitlicher Ablauf der Hochdosischemotherapie CET
Tag —6 Tag -5 Tag -4 Tag -3 lTag -2/ |Tag O Tag +1
Carboplatin | Carboplatin | Carboplatin Pause
500 mg/m? |500 mg/m? |500 mg/m?
Etoposid Etoposid Etoposid Etoposid
600 mg/m® {600 mg/m® |600 mg/m* |600 mg/m?
Thiotepa Thiotepa Thiotepa
150 mg/m? |150 mg/m?® |150 mg/m?
Stammzell-
Reinjektion
G-CSF

5 ug/kg/d
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2.9. Anwachsen des Transplantats ("Engraftment")

Gerechnet ab dem Tag der Reinjektion der kryokonservierten/aufgetauten Blutstamm-
zellen (Tag 0) wurde das "Engraftment” jenem Tag zugeschrieben, an dem der Patient in
der Posttransplantationsphase erstmals Leukozyten >1.000/ul, Granulozyten >500/ul und
Thrombozyten >20.000/ul im peripheren Blut erreicht hat und im weiteren Verlauf des

stationaren Aufenthalts die Zellzahlen uUber diesem Niveau blieben.

2.10. Supportivtherapie

Patienten erhielten vor Beginn der Hochdosischemotherapie ab Tag —7 eine tagliche
Prophylaxe p.o. mit 3" 250 mg Ciprofloxacin (Ciprobayé, Bayer, Leverkusen), 3" 500 mg
Aciclovir (Zoviraxé‘, Glaxo Wellcome, Hamburg) und 30 ml Amphotericin B (Ampho-
Moronal® Suspension, Bristol-Myers Squibb, Minchen). Bei Auftreten von Temperaturen
338°C wurde die antibiotische Therapie mit Ciprofloxacin abgesetzt und durch tégliche
Gaben von 3 2 g Cefotaxim (Claforané‘, Hoechst, Bad Soden) i.v. und 3" 4 g Piperacillin
(Pipril®, Lederle, Minster) i.v. oder durch 3”2 g Ceftazidim (Fortum®, Cascan/Glaxo
Wellcome, Hamburg) i.v. und 34,5 g Piperacillin-Tazobactam (Tazobacé, Lederle,
Minster) ersetzt. Bei Nichtansprechen kam spétestens nach zwei Tagen zusatzlich
Vancomycin (Vancomycin CP Lillyé‘, Lilly, Bad Homburg) in einer taglichen Dosierung von
4500 mg zur iv. Anwendung. Bei weiterhin persistierendem Fieber wurden
Cefotaxim/Piperacillin oder Ceftazidim/Piperacillin-Tazobactam durch tagliche i.v. Gaben
von 3°1 g Imipenem (Zienamo, MSD, Haar) oder 3°1 g Meropenem (Meronem?,
Zeneca/ Grunenthal, Stolberg) ersetzt. Bei begriindetem Verdacht auf eine Pilzinfektion
und/oder anhaltender Nichtentfieberung wurde zusatzlich Amphotericin B (Amphotericin
BO, Bristol-Myers Squibb, Minchen) in einer taglichen Dosis von 0,5 mg/kg i.v.
verabreicht. Um den Hamoglobinwert auf 3 8 g/dl anzuheben und Gber diesem Niveau zu
halten erhielten die Patienten Erythrozytenkonzentrate. HLA-A/-B kompatible

Thrombozyten-konzentrate wurden gegeben um die Thrombozyten 3 10.000/ul oder bei
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Fieber/Infektion und/oder Blutungszeichen 220.000/ul zu halten. Alle transfundierten
Blutprodukte waren leukozytendepletiert und mit 30 Gray bestrahlt. Um die
hamatopoetische Regeneration zu beschleunigen, verabreichte man G-CSF ab Tag +1
als kontinuierliche Infusion in einer taglichen Dosierung von 5 upg/kg/d. G-CSF wurde
abgesetzt, wenn die Leukozyten dber 5.000/pul stiegen. Wahrend des
Posttransplantationsverlaufs wurde die Anzahl der Fiebertage und Antibiotikatage, die
transfundierten Erythrozyten- und Thrombozyten-konzentrate sowie die Dauer des

Krankenhausaufenthalts erfafit.

2.11. Dokumentation und statistische Analysen

Die Dokumentation der Patientendaten und klinischen Parameter erfolgte im Daten-
verarbeitungsprogramm dBASE IV® 1.5 (Borland International, USA). Die Apheresen
wurden im Tabellenkalkulationsprogramm Excel® 97 (Microsoft Corporation, USA) doku-
mentiert. Die Analyse der Daten erfolgte im Statistikprogramm SPSS? 8.0 (SPSS Inc.,

USA). Statistische Signifikanz wurde bei p<0,05 angenommen.

2.11.1. Korrelationsanalysen

Die Korrelationsanalysen wurden mit der nichtparametrischen Rangkorrelationsanalyse
nach Spearman durchgefuhrt. Als Variablen dienten zum Beispiel die Zahl der
peripheren CD34+ Zellen/pl und die Menge der gesammelten CD34+ Zellen/kg. Die
Analysen erfolgten dann mit den entsprechenden Datenpaaren der einzelnen Leuka-

pheresen.

2.11.2. Analysen zur Mobilisation und Separation peripherer Blutstammzellen

Folgende Zielvariablen wurden fur die Mobilisation und Separation der zirkulierenden
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Stammzellen definiert:

1. Zahl der zirkulierenden CD34+ Zellen/ul im peripheren Blut am ersten Apheresetag.
2. Menge an gesammelten CD34+ Zellen/kg am ersten Apheresetag.

Univariate Analyse:

Die abhangigen quantitativen Variablen wurden anhand des Medians in zwei annahernd
gleich grof3e Gruppen unterteilt. Die Codierung erfolgte jeweils mit O (E Median) oder 1 (>
Median). Der U-Test nach Mann und Whitney wurde zum Vergleich der Gruppen in
Bezug auf die ZielgroRen angewendet. Die qualitativen Variablen wurden in kategoriale
Variablen transformiert (z. B. "salvage" Chemotherapie: 1/2/3) und mit dem H-Test nach
Kruskal und Wallis im Hinblick auf die Zielvariablen auf Signifikanz tberpruft. Bei
Signifikanz wurden die einzelnen Gruppen mit dem Mann-Whitney Test miteinander

verglichen.
Multivariate Analyse:

Zur Identifikation der Unabhangigkeit von signifikanten Variablen der univariaten Analyse
wurde eine multiple lineare Regression mit schrittweiser Eliminierung der abhangigen

Variablen durchgefiihrt. Folgende Modifikationen wurden fur diese Analyse durchgefihrt:

1. Eine logarithmische Transformation der Zielvariablen war notwendig, um eine Normal-
verteilung der Werte zu erreichen. Der Kolmogorov-Smirnov Test wurde zur Uberpriifung

der Normalverteilung angewendet. Normalverteilung wurde bei p<0,05 angenommen.

2. Die Mobilisationschemotherapie wurde anhand von drei Variablen untersucht, die

jeweils mit der Codierung O (trifft nicht zu) oder 1 (trifft zu) versehen wurden.

2.11.3. Analysen zur hdmatopoetischen Regeneration nach Hochdosistherapie

Folgende Zielvariablen wurden fur die hamatopoetische Regeneration definiert:
1. Anzahl der Tage bis zum Erreichen von Granulozyten >500/pl.

2. Anzahl der Tage bis zum Erreichen von Thrombozyten >20.000/ul.
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Univariate Analyse:

Der univariate Vergleich der abhangigen Variablen in Bezug auf die Zielgréf3en erfolgte
nach der Methode von Kaplan-Meier mit dem log rank Test. Die Codierung der abhan-

gigen Variablen erfolgte wie oben beschrieben.
Multivariate Analyse:

Zur ldentifikation der Unabhangigkeit von signifikanten Variablen der univariaten Ana-
lyse wurde die Cox Regressionsanalyse mit Vorwartselimination nach Wald durch-

gefuhrt.



3. Ergebnisse

3.1. Patienten

Es wurden drei Chemotherapieregime zur Mobilisierung peripherer Blutstammzellen

eingesetzt: 66 Patienten erhielten Cisplatin, Etoposid, Ifosfamid (PEI), 26 Patienten
Taxol, Ifosfamid, Cisplatin (TIP) und 28 Patienten Taxol, Ifosfamid (TI) (Tabelle 3).

Tabelle 3. Patientencharakteristik bei Diagnosestellung

PEI-Mobilisation

TIP-Mobilisation

TI-Mobilisation

(n=66) (n=26) (n=28)
Alter (Jahre)
Median (Range) 30 (14-48) 32 (19-49) 29 (20-58)
Tumorlokalisation
Gonadal 55 (83%) 23 (88%) 22 (79%)
Extragonadal 11 (17%) 3 (12%) 6 (21%)
Histologie
Seminom 58 (88%) 24 (92%) 24 (86%)
Nicht-Seminom 8 (12%) 2 (8%) 4 (14%)
Stadium (Indiana)
Minimal 12 (18%) 5 (19%) 3 (11%)
Moderate 13 (20%) 3 (12%) 9 (32%)
Advanced 41 (62%) 18 (69%) 16 (57%)
Cisplatin-Response
Absolut refraktar 1 (1,5%) 1 (4%) 3 (11%)
Refraktar 9 (13,5%) 3 (12%) 5 (18%)
Sensitiv 52 (79%) 22 (84%) 20 (71%)

Nicht evaluiert

4 (6)




24

In Tabelle 3 sind folgende Patientendaten, die zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
erhoben wurden, in den drei Gruppen aufgefiihrt: Alter, Tumorlokalisation, Histologie,
Krankheitsstadium (Indiana Klassifikation) und Ansprechen der Erkrankung auf die
primére cisplatinhaltige Chemotherapie. Tabelle 4 stellt das Krankheitsstadium der
Patienten vor Beginn der Mobilisationschemotherapie und das Ansprechen der

Erkrankung auf die "salvage" Chemotherapie in den Patientengruppen dar.

Tabelle 4. Stadium der Erkrankung vor und nach der "salvage" Chemotherapie

PEI-Mobilisation | TIP-Mobilisation | TI-Mobilisation

(n=66) (n=26) (n=28)
Status vor Chemotherapie
CR - - i
PR- 3 (5%) - -
PR+ 8 (12%) 7 (27%) 1 (4%)
SD 2 (3%) - -
PD 51 (77%) 19 (73%) 27 (96%)
NE 2 (3%) - -
Chemotherapie-Response
CR 5 (8%) 3 (12%) 2 (7%)
PR- 24 (36%) 8 (30%) 15 (54%)
PR+ 18 (27%) 9 (35%) 6 (21%)
SD 7 (11%) 2 (8%) 1 (4%)
PD 6 (9%) 4 (15%) 4 (14%)
NE 6 (9%) - -

CR: komplette Remission; PR- : partielle Remission ohne Tumormarkererhéhung;
PR+: partielle Remission mit Tumormarkererhéhung; SD: stable disease; PD: progressive disease;

NE: nicht evaluiert.



3.1.1. Zytostatische Vorbehandlung
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Alle Patienten waren im Rahmen der Primartherapie zytostatisch vorbehandelt. Der

statistische Vergleich der einzelnen Gruppen bezlglich Anzahl der Chemotherapie-

zyklen sowie der verabreichten kumulativen Dosen an Cisplatin, Etoposid, Ifosfamid und

Bleomycin, ergab keinen signifikanten Unterschied (Tabelle 5).

Tabelle 5. Chemotherapeutische Vorbehandlung

Mobilisation mit PEI

Mobilisation mit TIP

Mobilisation mit TI

(n=66) (n=26) (n=28)
Chemotherapie 6 6 5
Zyklen gesamt (3-14) (3-10) (3-8)
Cisplatin 550 550 490
(mg/m?) (100-1.300) (250-1.000) (270-840)
Etoposid 2.500 2.550 2.400
(mg/m?) (600-6.500) (1.250-5.300) (1.000-5.900)
Ifosfamid 18 25 19
(g/m?) (2-70) (9-52) (6-47)
Bleomycin 180 180 180
(mg/m?) (30-315) (40-275) (55-300)

es sind jeweils Median und Range angegeben

3.1.2. Mobilisation und Separation peripherer Blutstammzellen

Bei jeweils einem Patienten im PEI- und TI-Kollektiv muf3te ein zweiter Chemo-

therapiezyklus zur Mobilisation peripherer Blutstammzellen durchgefiihrt werden, um
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eine ausreichende Zelldosis zu gewinnen. Von 26 TIP-Patienten bendtigten sieben

Patienten zwei und ein Patient drei Mobilisationszyklen zur Stammzellsammlung.

Patienten mit Tl erhielten zur Stammzellmobilisierung eine signifikant hohere G-CSF-

Dosis, als die beiden anderen Patientengruppen (p=0,001; p=0,001). Insgesamt wurden
251 Apheresen durchgefuhrt: 135 bei 66 PEI-Patienten, 74 bei 26 TIP-Patienten und 42
bei 28 TI-Patienten. Bei TI-Patienten konnten nach Beendigung der Chemotherapie die

Apheresen signifikant friher eingeleitet werden als bei PEI- und TIP-Patienten: Tag 9 (8-
17) versus Tag 14 (9-24) und Tag 15 (8-25) (p=0,001; p=0,001) (Tabelle 6, Abbildung 4).

Tabelle 6. Mobilisationschemotherapie und Einleitung der Apheresen

Mobilisation mit PEI

Mobilisation mit TIP

Mobilisation mit TI

(n=66) (n=26) (n=28)
Mobilisationszyklen 67" 35 294
Gesamt
Leukapheresen 135 74 42
Gesamt
G-CSF (ug/kg/d) 4,8 5,8 9,7
(Median, Range) (2,9-7,5) (4,0-12,0) (7,3-11,8)
Apherese per Patient 2 3 1
(Median, Range) (1-5) (1-7) (1-4)
1. Apherese-Tag’ 14 15 9
(Median, Range) (9-24) (8-25) (8-17)

#1 Patient mit 2 Mobilisierungszyklen

'7 Patienten mit 2 Mobilisierungszyklenund 1 Patient mit 3 Mobilisierungszyklen

&1 Patient mit 2 Mobilisierungszyklen

"gerechnet ab Ende der Mobilisationschemotherapie
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3.1.3. Mobilisationschemotherapie und Leukozytenkinetik

3.1.3.1. Mobilisation durch PEI und Verlauf der Leukozyten

Nach Beendigung von PEI (Tag -4 bis Tag 0) kam es durch die G-CSF Gabe ab Tag 1 zu
einem kurzfristigen Anstieg der Leukozyten am Tag 2. Danach folgte ein kontinuier-licher
Abfall der Leukozyten bis zum Nadir am Tag 8. AnschlieRend kam es zum stetigen
Anstieg bis Tag 15, wobei die erste Apherese im Median am Tag 14 erfolgte (Abbildung
5).
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Beginn der Blutstammzellseparationen (1. Apherese): Tag 14 (Median)

Abbildung 5. Blutstammzellmobilisation durch Cisplatin, Etoposid und Ifosfamid:

Verlauf der Leukozyten
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3.1.3.2. Mobilisation durch TIP und Verlauf der Leukozyten

Nach einem zunachst wellenférmigen Verlauf wahrend TIP (Tag -5 bis Tag 0) wurde am
Tag 5 der Leukozyten-Nadir erreicht. Danach folgte erneut ein wellenférmiger Verlauf mit
Anstieg der Medianwerte bis zum Tag 17. In diesem Patientenkollektiv begannen die
Leukapheresen im Median am Tag 15 nach Beendigung der Chemotherapie (Abbildung
6).

70
- "----‘
60 .
\'\
50 ," \\|
40 /
TIP G-CSF . " 1. Apherese

Leukozyten x 10e3/ul

R

18

Tag - 5: Taxol; Tag - 4 bis Tag 0: Ifosfamid/Cisplatin (TIP); ab Tag 1 bis Ende der Apheresen: G-CSF

Beginn der Blutstammzellseparationen (1. Apherese): Tag 15 (Median)

Abbildung 6. Blutstammzellmobilisation durch Taxol, Ifosfamid und Cisplatin:

Verlauf der Leukozyten
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Nach der Chemotherapie mit Tl (Tag 0) kam es zunadchst zu einem passageren Anstieg

der Leukozyten am Tag 3. Danach folgte ein kontinuierlicher Abfall mit dem Nadir am

Tag 7. Anschliel3end kam es zu einem kraftigen, steilen Anstieg der medianen Leuko-

zytenzahlen am Tag 9, der sich mit einem flacheren Verlauf bis Tag 11 fortsetzte. In

dieser Patientengruppe wurden die Leukapheresen im Median am Tag 9 eingeleitet

(Abbildung 7).
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Abbildung 7. Blutstammzellmobilisation durch Taxol und Ifosfamid: Verlauf der

Leukozyten
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Am ersten Apheresetag waren die Leukozyten- und Thrombozytenzahlen bei PEI-

Patienten signifikant niedriger als bei den anderen Patientengruppen (versus TIP:
p=0,003; p=0,001; versus TI: p=0,001; p=0,001). Die Zahl der MNC war bei TI-Patienten
signifikant hoher als bei PEI- und TIP Patienten (p=0,04; p=0,04). Hinsichtlich der
peripheren CD34+ Zellen ergab sich folgender Befund: TIP-Patienten hatten mit 15,7/ul
signifikant weniger als PEI- und TI-Patienten mit 43,4/ul und 60,5/ul (p=0,001; p=0,001).

Der Unterschied zwischen der PEI- und TI-Gruppe war nicht signifikant (Tabelle 7).

Tabelle 7. Blutzellzahlen am ersten Leukapheresetag

Mobilisation mit PEI |Mobilisation mit TIP | Mobilisation mit Tl
(n=66) (n=26) (n=28)
Leukozyten 15,0 27,7 31,9
(¢ 10/l (3,5-71,4) (8,4-62,4) (3,6-94,6)
MNC 3,3 3,3 4,0
( 10%/ul) (0,7-25,2) (1,3-8,8) (1,1-31,3)
Thrombozyten 37,5 98 143
( 10%/l) (9-351) (22-313) (34-449)
CD34+ Zellen 43,4 15,7 60,5
(/ul) (3,6-668,6) (3,7-130,9) (6,6-876,0)

es sind jeweils Median und Range angegeben

3.1.5. Ergebnisse der Leukapheresen

Bei der ersten Apherese war die gesammelte Dosis an MNC/kg zwischen den
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Patientengruppen nicht signifikant unterschiedlich. Bei CD34+ Zellen/kg wurden bei

Patienten mit PEI und TI signifikant mehr gesammelt als bei TIP-Patienten (p=0,001,;

p=0,001). Die erste Apherese ergab bei TI-Patienten signifikant mehr CFU-GM/kg als bei
PEI- und TIP-Patienten (p=0,002; p=0,017) (Tabelle 8).

Kumulative Apheresen erbrachten in der TI-Gruppe signifikant weniger MNC/kg als bei

PEI- und TIP-Patienten (p=0,01; p=0,03). Die PEI-Gruppe hatte nach kumulativen

Apheresen den hochsten Ertrag an CD34+ Zellen/kg im Vergleich zu TIP und TI
(p=0,001; p=0,04). TI-Patienten hatten jedoch signifikant mehr CD34+ Zellen/kg als TIP-

Patienten (p=0,02). Die Sammlung von CFU-GM/kg durch kumulative Apheresen war in

den drei Patientengruppen nicht signifikant unterschiedlich (Tabelle 9).

Tabelle 8. Separationsergebnisse der ersten Leukapherese

Mobilisation mit PEI

Mobilisation mit TIP

Mobilisation mit TI

(n=66) (n=26) (n=28)
MNC/kg 2,1 1,8 2,2
( 10%) (0,5-8,1) (0,8-3,5) (0,6-8,5)
CD34+ Zellen/kg 3,0 1,0 2,9
(' 10% (0,2-31,1) (0,2-7,7) (0,5-52,8)
CFU-GM/kg 7,1 6,7 13,0
(¢ 10% (0,4-62,0) (1,2-25,3) (2,5-69,4)

es sind jeweils Median und Range angegeben
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Tabelle 9. Separationsergebnisse der kumulativen Leukapheresen

Mobilisation mit PElI |Mobilisation mit TIP | Mobilisation mit Tl
(n=66) (n=26) (n=28)
MNC/kg 3,9 4,0 2,6
(10°%) (0,7-12,3) (1,2-9,2) (0,8-8,5)
CD34+ Zellen/kg 7,1 2,5 3,6
( 10% (0,4-61,2) (1,1-7,7) (1,3-52,8)
CFU-GM/kg 14,6 15,4 19,3
( 10% (2,7-70,7) (4,6-32,0) (3,5-69,4)

es sind jeweils Median und Range angegeben

3.1.6. Univariate Analyse pradiktiver Faktoren fir die Mobilisation und Separation

von CD34+ Zellen

3.1.6.1. Alter der Patienten

Patienten, die 30 Jahre oder jinger waren (n=65) mobilisierten signifikant mehr CD34+

Zellen ins periphere Blut und sie hatten signifikant hohere Ertrage an CD34+ Zellen

sowohl bei der ersten als auch bei kumulativen Apheresen. Beide Gruppen waren

hinsichtlich der G-CSF-Dosis und des Apherese-Blutvolumens vergleichbar (Tabelle 10).

3.1.6.2. Zytostatische Vorbehandlung

Patienten mit bis zu 6 Zyklen zytostatischer Vortherapie (n=54) hatten mehr CD34+

Zellen, sowohl in der Blutzirkulation als auch in den Apherese-Produkten, verglichen mit



34

Patienten, die mit mehr als 6 Zyklen vorbehandelt waren (n=64). Die G-CSF-Dosis, das
Apheresevolumen und das Alter der Patienten war in beiden Gruppen vergleichbar
(Tabelle 11).

Tabelle 10. Einfluld des Patientenalters auf zirkulierende/gesammelte CD34+ Zellen

Alter Alter p-Wert
£30 Jahre >30 Jahre Mann-Whitney Test

Patienten 65 55
(n=)
Alter in Jahren 26 36 0,000
Median (Range) (14-30) (31-58)
G-CSF-Dosis 5,8 5,3 ns
(ng/kg/Tag) (2,9-11,1) (3,0-12,0)
Blutvolumen pro 11 11 ns
Leukapherese (I) (6-15) (7-15)
CD34+ Zellen/pl 46,9 24,4 0,009
(1. Apherese-Tag) (5,8-876,0) (3,6-668,6)
CD34+/kg (" 10°%) 2,8 1,9 0,015
(1. Apherese) (0,5-52,8) (0,2-31,1)
CD34+/kg (" 10°%) 4,8 3,6 0,040
(Apheresen total) (0,9-52,8) (0,4-61,2)

es sind jeweils Median und Range angegeben

ns: nicht signifikant

3.1.6.3. Kumulative Cisplatin-Dosis

Patienten, die in der Vorbehandlung eine kumulative Cisplatin-Dosis bis zu 500 mg/m2
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erhalten haben (n=53), hatten am ersten Apherese-Tag mehr zirkulierende und
gesammelte CD34+ Zellen als Patienten mit einer Cisplatin-Dosis >500 mg/m2 (n=61).
Alter, G-CSF-Dosis und Volumen des prozessierten Blutes pro Apherese waren in

beiden Gruppen vergleichbar (Tabelle 12).

Tabelle 11. Einflul3 der zytostatischen Vortherapie auf zirkulierende/gesammelte
CD34+ Zellen

Chemotherapie Chemotherapie p-Wert
£6 Zyklen >6 Zyklen Mann-Whitney Test

Patienten 54 64
(n=)
Alter in Jahren 29 30 ns
Median (Range) (20-53) (14-58)
G-CSF-Dosis 53 57 ns
(ng/kg/Tag) (3,0-11,6) (2,9-12,0)
Blutvolumen pro 11 11 ns
Leukapherese (I) (7-15) (6-15)
CD34+ Zellen/pl 65,5 24,4 0,001
(1. Apherese-Tag) (3,9-876,0) (3,6-200,7)
CD34+/kg (" 10°%) 3,5 2,0 0,002
(1. Apherese) (0,3-52,8) (0,2-20,9)
CD34+/kg (" 10°%) 5,2 3,3 0,003
(Apheresen total) (0,6-61,2) (0,4-35,6)

es sind jeweils Median und Range angegeben

ns: nicht signifikant
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Patienten mit einer kumulativen Etoposid-Dosis £2.500 mg/m2 in der Vortherapie (n=63)

hatten hohere CD34+ Zellzahlen, sowohl im peripheren Blut als auch in den Apherese-

Produkten, als Patienten mit Etoposid >2.500 mg/m2 (n=53). Hinsichtlich des Alters der

Patienten, der G-CSF-Dosis und des Blutvolumens der Apheresen waren beide Gruppen

nicht signifikant unterschiedlich (Tabelle 13).

Tabelle 12. Einflu3 der kumulativen Cisplatin-Dosis der Vortherapie auf zirkulie-
rende/gesammelte CD34+ Zellen

Cisplatin Cisplatin p-Wert
£500 mg/m? >500 mg/m?  |Mann-Whitney Test

Patienten 53 61
(n=)
Alter in Jahren 30 30,5 ns
Median (Range) (20-53) (20-58)
G-CSF-Dosis 6,1 5,6 ns
(ng/kg/Tag) (3,0-11,8) (2,9-12,0)
Blutvolumen pro 11 11 ns
Leukapherese (I) (9-16) (7-16)
CD34+ Zellen/pl 65,5 24,6 0,003
(1. Apherese-Tag) (3,9-876,0) (3,6-200,7)
CD34+/kg (" 10°%) 3,3 2,2 0,013
(1. Apherese) (0,3-52,8) (0,2-20,9)
CD34+/kg (" 10°%) 4,8 3,7 0.037
(Apheresen total) (0,6-61,2) (0,4-35,6)

es sind jeweils Median und Range angegeben

ns: nicht signifikant
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Patienten mit einer kumulativen Ifosfamid-Dosis £24 g/m2 in der Vorbehandlung (n=48)

hatten hohere periphere CD34+ Zellzahlen und mehr CD34+ Zellen in der ersten und

den kumulativen Leukapheresen als Patienten mit [fosfamid 324 g/m? (n=45). In beiden

Gruppen waren Patientenalter, G-CSF-Dosis und prozessiertes Blutvolumen vergleich-

bar (Tabelle 14).

Tabelle 13. Einflul3 der kumulativen Etoposid-Dosis der Vortherapie auf zirkulie-

rende/gesammelte CD34+ Zellen

Etoposid Etoposid p-Wert
£2.500 mg/m” >2.500 mg/m? | Mann-Whitney Test

Patienten 63 53
(n=)
Alter in Jahren 30 30 ns
Median (Range) (20-53) (19-58)
G-CSF-Dosis 5,2 5,8 ns
(ng/kg/Tag) (3,0-11,8) (2,9-12,0)
Blutvolumen pro 11 11 ns
Leukapherese (I) (8-16) (7-15)
CD34+ Zellen/pl 55,1 24,2 0,002
(1. Apherese-Tag) (3,6-876,0) (3,7-159,1)
CD34+/kg (" 10°%) 3,2 2,0 0,005
(1. Apherese) (0,2-52,8) (0,2-20,9)
CD34+/kg (" 10°%) 5,3 3,6 0,011
(Apheresen total) (0,4-61,2) (0,9-35,6)

es sind jeweils Median und Range angegeben

ns: nicht signifikant
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3.1.6.6. Mobilisationschemotherapie

Die drei Chemotherapieregime, die zur Mobilisation der peripheren Blutstammzellen
eingesetzt wurden, hatten sowohl auf zirkulierende als auch gesammelte CD34+
Zellen signifikante Auswirkung. Der Vergleich im Kruskal-Wallis Test ergab statistisch

signi-fikante Unterschiede zwischen den Gruppen (Tabelle 15).

Tabelle 14. Einflu3 der kumulativen Ifosfamid-Dosis der Vortherapie auf zirkulie-

rende/gesammelte CD34+ Zellen

Ifosfamid Ifosfamid p-Wert
£24 g/m? >24 g/m? Mann-Whitney Test

Patienten 48 45
(n=)
Alter in Jahren 30 31 ns
Median (Range) (20-49) (19-49)
G-CSF-Dosis 51 5,6 ns
(ng/kg/Tag) (2,9-11,8) (3,0-12,0)
Blutvolumen pro 11 11 ns
Leukapherese (I) (8-15) (7-16)
CD34+ Zellen/pl 59,7 23,8 0,002
(1. Apherese-Tag) (3,9-650,0) (4,4-200,7)
CD34+/kg (" 10°%) 3,0 1,8 0,010
(1. Apherese) (0,2-52,8) (0,2-13,9)
CD34+/kg (" 10°%) 5,2 3,6 0,014
(Apheresen total) (0,4-52,8) (0,9-25,6)

es sind jeweils Median und Range angegeben

ns: nicht signifikant
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Tabelle 15. Einflul3 der Mobilisationschemotherapie auf zirkulierende/gesammelte

CD34+ Zellen

PEI- TIP- TI-Mobilisation | Kruskal-
Mobilisation Mobilisation (n=28) Wallis*
(n=66) (n=26)
CD34+ Zellen/ul 43,4 15,2 60,5 0,000
(1. Apherese-Tag) (3,6-668,6) (3,7-130,9) (6,6-876,0)
CD34+/kg (" 10°%) 3,0 1,0 2,9 0,000
(1. Apherese) (0,2-31,1) (0,2-7,7) (0,5-52,8)
CD34+/kg (" 10°%) 7.1 2,5 3,6 0,000
(Apheresen total) (0,4-61,2) (1,1-7,7) (1,3-52,8)

es sind jeweils Median und Range angegeben

“es sind die jeweiligen p-Werte angegeben

Der Vergleich der einzelnen Gruppen untereinander wurde im Mann-Whitney Test

gepruft. PEI- und TI-Patienten hatten am ersten Apherese-Tag signifikant mehr

zirkulierende CD34+ Zellen als TIP-Patienten und sie hatten auch einen signifikant

hoheren Ertrag an CD34+ Zellen bei der ersten und den kumulativen Leukapheresen.

Der Vergleich von PEI- und TI-Patienten ergab am ersten Apherese-Tag fir zirkulierende

und gesammelte CD34+ Zellen keine signifikanten Unterschiede,

lediglich das

kumulative Sammelergebnis war bei Patienten, die PEI als Mobilisierungs-chemotherapie

erhalten hatten, signifikant héher (Tabelle 16).
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Tabelle 16. Einflul3 der Mobilisationschemotherapie auf zirkulierende/gesammelte

CD34+ Zellen

PEI- TIP- TI- Mann-
Mobilisation Mobilisation Mobilisation Whitney*
(n=66) (n=26) (n=28)
CD34+ Zellen/pl 43,4 15,2 0,001
(1. Apherese-Tag) (3,6-668,6) (3,7-130,9)
CD34+ Zellen/ul 43,4 60,5 ns
(1. Apherese-Tag) (3,6-668,6) (6,6-876,0)
CD34+ Zellen/pl 15,2 60,5 0,000
(1. Apherese-Tag) (3,7-130,9) (6,6-876,0)
CD34+/kg (" 10°) 3,0 1,0 0,000
(1. Apherese) (0,2-31,1) (0,2-7,7)
CD34+/kg (' 10°) 3,0 2,9 ns
(1. Apherese) (0,2-31,1) (0,5-52,8)
CD34+/kg (" 10°%) 1,0 2,9 0,000
(1. Apherese) (0,2-7,7) (0,5-52,8)
CD34+/kg (" 10°%) 7.1 2,5 0,000
(Apheresen total) (0,4-61,2) (1,1-7,7)
CD34+/kg (" 10°%) 7.1 3,6 0,039
(Apheresen total) (0,4-61,2) (1,3-52,8)
CD34+/kg (" 10°%) 2,5 3,6 0,027
(Apheresen total) (1,1-7,7) (1,3-52,8)

es sind jeweils Median und Range angegeben

“es sind die jeweiligen p-Werte angegeben

ns: nicht signifikant




41

3.1.7. Andere Parameter

Die Lokalisation des Primartumors, die Histologie, das Stadium der Erkrankung und die
Hohe der Tumormarker (AFP, HCG) bei Erstdiagnose, die Dauer der Primartherapie, die
kumulative Bleomycin-Dosis der Ersttherapie, die Zeit zwischen Priméartherapie und
Mobilisationschemotherapie, das Krankheitsstadium und die Hohe von AFP und HCG vor
Mobilisationschemotherapie, sowie das Ansprechen auf die "salvage" Chemo-therapie

spielten fur die Mobilisation und Separation der CD34+ Zellen keine signifikante Rolle.

3.1.8. Multivariate Analyse pradiktiver Faktoren fur die Mobilisation und Separation
von CD34+ Zellen

Die in der univariaten Analyse statistisch signifikanten Faktoren fir die Mobilisation und
Separation von CD34+ Zellen wurden in eine Multivarianzanalyse (multiple lineare
Regression) eingebracht um ihren pradiktiven Wert statistisch zu untermauern. In der
multiplen linearen Regression wurden die kumulativen Dosen von Cisplatin und Etoposid,
die in der univariaten Analyse signifikant pradiktiv waren, sowohl fur zirkulierende als
auch fir gesammelte CD34+ Zellen eliminiert. Die kumulative Ifosfamid-Dosis, die in der
univariaten Analyse fir periphere und separierte CD34+ Zellen signifikant war, wurde in
der multiplen linearen Regression fir separierte CD34+ Zellen eliminiert, blieb jedoch fur
zirkulierende CD34+ Zellen statistisch signifikant. Somit verblieben nach der
Multivarianzanalyse als voneinander unabhéngige, signifikant pradiktive Faktoren fur die
Mobilisation und Separation von CD34+ Zellen folgende Parameter: Alter des Patienten,
Anzahl der Chemotherapiezyklen wéahrend der Vortherapie und die Mobilisationsregime
PEI und Tl (Tabelle 17, Tabelle 18).
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Tabelle 17. Gegenuberstellung der uni- und multivariaten Analyse fir pradiktive

Faktoren fur zirkulierende CD34+ Zellen

Pradiktion fur zirkulierende CD34+ Zellen/ul
am 1. Leukapherese-Tag
Gruppenvariablen Univariate Analyse’ Multivariate Analyse”™
p-Wert p-Wert
Alter 0,015 0,002
£ 30 Jahre > 30 Jahre
Vortherapie 0,001 0,003
£ 6 Zyklen >6 Zyklen
Cisplatin-Dosis 0,003 ns
£500 mg/m?® >500 mg/m?
Etoposid-Dosis 0,002 ns
£ 2.500 mg/m? > 2.500 mg/m?
Ifosfamid-Dosis 0,002 0,039
£24 g/m* > 24 g/m?
Mobilisationschemotherapie 0,001 -
PEI versus TIP
Mobilisationschemotherapie 0,000 -
Tl versus TIP
Mobilisationschemotherapie - 0,034
PEI/TI versus TIP

"Mann-Whitney Test
“Multiple lineare Regression

ns: nicht signifikant



Tabelle 18. Gegenuberstellung der uni- und multivariaten Analyse fur pradiktive
Faktoren flir gesammelte CD34+ Zellen
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Pradiktion fir gesammelte CD34+ Zellen/kg

(1. Leukapherese)

Gruppenvariablen

Univariate Analyse’

Multivariate Analyse™

PEI/TI versus TIP

Alter 0,015 0,008
£ 30 Jahre > 30 Jahre

Vortherapie 0,002 0,005
£ 6 Zyklen >6 Zyklen

Cisplatin-Dosis 0,013 ns
£500 mg/m?® >500 mg/m?

Etoposid-Dosis 0,005 ns
£ 2.500 mg/m? > 2.500 mg/m?

Ifosfamid-Dosis 0,010 ns
£24 g/m®* > 24 g/m?

Mobilisationschemotherapie 0,001 -
PEI versus TIP

Mobilisationschemotherapie 0,000 -
Tl versus TIP

Mobilisationschemotherapie - 0,007

"Mann-Whitney Test
“Multiple lineare Regression

ns: nicht signifikant
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3.1.9. Korrelationsanalyse zur Definition préadiktiver Parameter des Blutbilds fur
zirkulierende CD34+ Zellen und gesammelte CFU-GM und CD34+ Zellen

Um an den Tagen der Leukapheresen die Zahl der peripher zirkulierenden CD34+ Zellen
und die gesammelte Menge an CFU-GM und CD34+ Zellen abschatzen zu koénnen,
wurde die pradiktive Wertigkeit von Blutbildparameter, gemessen am Tag der jeweiligen

Apherese, mit Hilfe der Spearman’Korrelation analysiert.

3.1.9.1. Zirkulierende CD34+ Zellen

Die Zahl der Leukozyten und Thrombozyten korrelierte nicht mit den CD34+ Zellen des
peripheren Blutes. Die MNC korrelierten mit einem Spearman’Koeffizienten von 0,44

mafig mit den zirkulierenden CD34+ Zellen (Tabelle 19).

Tabelle 19. Pradiktiver Wert des Blutbilds fur zirkulierende CD34+ Zellen

Zirkulierende CD34+ Zellen/ul im peripheren Blut
am ersten Leukapherese-Tag
Peripheres Blut Korrelationskoeffizient” Signifikanz-Niveau™
Leukozyten/pl 0,01 ns
MNC/pl 0,44 0,001
Thrombozyten/ul 0,14 ns

“r-Wert nach Spearman
“p-Wert

ns: nicht signifikant
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3.1.9.2. Separation von CFU-GM

Leukozyten, MNC und CD34+ Zellen des peripheren Blutes korrelierten mafidig mit dem
Ertrag an CFU-GM, der wahrend der ersten Leukapheresen gewonnen wurde. Zwischen

Thrombozytenzahlen und separierten CFU-GM bestand keine Korrelation (Tabelle 20).

Tabelle 20. Pradiktiver Wert des Blutbilds fir gesammelte CFU-GM

Gesammelte CFU-GM/kg
(1. Leukapherese)
Peripheres Blut Korrelations-Koeffizient Signifikanz-Niveau™"
Leukozyten/pl 0,31 0,001
MNC/ul 0,51 0,001
Thrombozyten/ul 0,19 ns
CD34+ Zellen/pl 0,54 0,001

“r-Wert nach Spearman
“p-Wert

ns: nicht signifikant

3.1.9.3. Separation von CD34+ Zellen

Leukozyten und Thrombozyten des peripheren Blutes korrelierten nicht mit den
gesammelten CD34+ Zellen der ersten Apherese. Eine maldige Korrelation zeigten MNC
des peripheren Blutes mit dem Sammelergebnis der CD34+ Zellen. Zirkulierende CD34+
Zellen/ul korrelierten mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,96 hoch signifikant mit

gesammelten CD34+ Zellen/kg (Tabelle 21).



Tabelle 21. Pradiktiver Wert des Blutbilds fiir gesammelte CD34+ Zellen
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Gesammelte CD34+ Zellen/kg

(1. Leukapherese)

Peripheres Blut

Korrelations-Koeffizient”

Signifikanz-Niveau™

Leukozyten/pul 0,01 ns
MNC/ul 0,36 0,001
Thrombozyten/ul 0,01 ns
CD34+ Zellen/pl 0,96 0,000

“r-Wert nach Spearman
“p-Wert

ns: nicht signifikant

Die statistisch hoch signifikante Korrelation zwischen CD34+ Zellen/ul, gemessen im

peripheren Blut des Patienten vor Beginn der Leukapherese, und gesammelten CD34+

Zellen/kg im Apherese-Produkt ist in Abbildung 8 dargestellt (r=0,96; p=0,000). Die

Korrelationsanalyse beruht auf gepaarten Werten erhoben bei 228 Leukapheresen, die

bei 111 Patienten durchgefiihrt worden sind. Fir eine bessere Ubersicht sind die Daten

von vier Patienten mit einer Zahl zirkulierender CD34+ Zellen >320/ul nicht dargestellt

(Abbildung 8).
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Abbildung 8. Korrelation zwischen zirkulierendenen und gesammelten CD34+ Zellen

In Abbildung 9 ist die Korrelationsanalyse fur die erste Leukapherese der 111 Patienten
dargestellt. Anhand der peripheren CD34+ Zellen, gemessen am Tag der ersten
Apherese, kann das Ergebnis der Leukapherese mit grofBer Wahrscheinlichkeit
vorausgesagt werden (r=0,96; p=0,000). Aus der Abbildung geht eindeutig hervor, daf3
bei einer Zahl zirkulierender CD34+ Zellen >40/ul mit der ersten 11-I-Leukapherese mehr
als 2,5°10° CD34+ Zellen pro kg Korpergewicht eines Patienten gesammelt werden
konnen. Diese Beobachtung ist deshalb von Bedeutung, weil die Reinfusion eines
autologen Blutstammzelltransplantats mit mehr als 2,5 10° CD34+ Zellen/kg zu einer

schnellen Regeneration der Hamatopoese nach Hochdosistherapie fuhrt (107-111).
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Abbildung 9. Pradiktion der gesammelten CD34+ Zellen/kg bei einer Zahl zirku-lierender
CD34+ Zellen >40/ul am ersten Leukapheresetag

Wird eine Dosis groRer als 5,0 10° CD34+ Zellen/kg angestrebt, so muf3 am Tag der
Apherese die Zahl der zirkulierenden CD34+ Zellen mehr als 100/ul betragen, um mit

einer einzigen 11-lI-Apherese die angestrebte Zelldosis zu erreichen (Abbildung 10).
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Abbildung 10. Pradiktion der gesammelten CD34+ Zellen/kg bei einer Zahl zirku-lierender

CD34+ Zellen >100/ul am ersten Leukapheresetag

Werden die Apheresen bei CD34+ Zellzahlen <40/ul durchgefihrt, dann sind mehrere

Leukapheresen nétig, um mehr als 2,5 10° CD34+ Zellen/kg sammeln zu kénnen. Liegt

die Zahl der zirkulierenden CD34+ Zellen zwischen 20 und 40/ul, so kann mit einer

Leukapherese eine Zelldosis >1,0" 10° CD34+ Zellen/kg mit hoher Wahrscheinlichkeit

gesammelt werden (Abbildung 11).
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Abbildung 11. Pradiktion der gesammelten CD34+ Zellen/kg bei einer Zahl zirku-lierender
CD34+ Zellen 20-40/ul

Werden die Separationen bei peripheren Werten zwischen 10 und 20 CD34+ Zellen/ul
durchgefiihrt, so streuen die Ertrage der Apheresen von 0,2 bis 1,7 10° CD34+
Zellen/kg. Hierbei bleibt aber das Sammelergebnis auf jeden Fall deutlich unter 2,0 10°

CD34+ Zellen/kg (Abbildung 12).

Bei zirkulierenden CD34+ Zellen £10/ul, also bei Patienten die wenig Stammzellen aus
dem Knochenmark ins periphere Blut mobilisieren, liegt der Ertrag einer 11-I-Leuka-
pherese fast ausnahmslos unter 1,0" 10° CD34+ Zellen/kg (Abbildung 12).
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Abbildung 12. Pradiktion der gesammelten CD34+ Zellen/kg bei einer Zahl zirku-lierender
CD34+ Zellen <20/pl

In Tabelle 22 sind 111 Patienten nach der Zahl zirkulierender CD34+ Zellen am ersten
Apherese-Tag in Gruppen eingeteilt. Die Dosis der gewonnenen CD34+ Zellen steigt mit
der Hohe der zirkulierenden CD34+ Zellen von der niedrigeren Gruppe zur néchsten
hoheren Gruppe. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen in Bezug auf die
gesammelten CD34+ Zellen/kg eines Patienten sind im Mann-Whitney Test ausnahms-
los statistisch signifikant (p<0,05). Insgesamt hatten 51 Patienten (46%) bei der ersten
Leukapherese mehr als 40 CD34+ Zellen/ul. Bei 50 Patienten konnte mit einer einzigen

11-l-Apherese eine Zelldosis 32,5 10° CD34+ Zellen/kg gewonnen werden. Lediglich ein
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Patient verfehlte mit 2,4”10° CD34+ Zellen/kg den erwarteten Aphereseertrag knapp.

Achtundzwanzig Patienten (25%) hatten mehr als 100 CD34+ Zellen/ul vor der ersten

Sammlung, ein Wert ab dem man mit einem Sammelergebnis 35,0" 10° CD34+ Zellen/kg

rechnen kann.

In der Tat konnte bei 27 Patienten diese Zelldosis durch eine 11-I-

Leukapherese erreicht werden. Ein Patient lag allerdings mit 2,9 10° CD34+ Zellen/kg

deutlich unter dem prognostizierten Aphereseergebnis. Achtzehn Patienten (16%)

mobilisierten weniger als 10 CD34+ Zellen/ul und brauchten bis zu sieben Separationen,

um ein h&matopoetisches Transplantat zu erhalten. Die restlichen 42 Patienten (38%)

hatten 10-40 CD34+ Zellen/ul und hatten median zwei Leukapheresen (Tabelle 22).

Tabelle 22. Einflu3 der zirkulierenden CD34+ Zellen auf den Ertrag der ersten

Leukapherese

Zirkulierende CD34+ Patienten Gesammelte CD34+ Zellen * 10%/kg
Zellen/pl (n=111) (1. Leukapherese)

Median Range
£10 18 (16,2%) 0,5 0,2-0,8
>10 £20 17 (15,3%) 1,0 0,5-1,5
>20 £30 17 (15,3%) 2,0 1,0-2,8
>30 £40 8 (7,2%) 2.8 1,4-3,8
>40 £ 100 23 (20,7%) 4,2 2,4-8,0
> 100 28 (25,2%) 14,1 2,9-52,8




3.1.10. Hochdosischemotherapie und Transplantation autologer Blutstammzellen
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Von 120 Patienten mit kryokonservierten Blutstammzellen erhielten 101 Patienten eine

Hochdosischemotherapie. Fir die Analyse der hdmatopoetischen Rekonstitution und des

Verlaufs nach autologer Transplantation waren 96 Patienten auswertbar. Vier Patienten

wurden von der Analyse der Posttransplantationsphase ausgeschlossen, weil sie

innerhalb von zwei Wochen am Multiorganversagen verstarben. Ein weiterer Patient, bei

dem die gewonnenen Stammzellen zur CD34-Selektion einer ex vivo Manipulation

unterzogen wurden, wurde aus Grinden der Vergleichbarkeit ausgeschlossen, da alle

Patienten unmanipulierte Transplantate erhalten haben (Tabelle 23).

Tabelle 23. Hochdosischemotherapie und autologe Transplantation

PEI- TIP- TI-Mobilisation Patienten
Mobilisation Mobilisation Hochdosis-CET | Gesamt
Hochdosis-CEIl#|Hochdosis-CET
Patienten 66 26 28 120
(n=)
Transplantierte 57 23 21 101
Patienten
Patienten als 2 0 2 4
Frihtodesfall
Patienten nicht 0 1 0 1
auswertbar’
Auswertbare 55 22 19 96
Patienten

CEl: Carboplatin, Etoposid, Ifosfamid

CET: Carboplatin, Etoposid, Thiotepa

#Cyclophosphamid statt Ifosfamid in 3 Fallen

"Ex vivo Manipulation des Transplantats



3.1.10.1. Transplantierte Zelldosis
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Sechsundneunzig Patienten erhielten nach der Hochdosischemotherapie im Median
3,6" 10° MNC/kg (0,8-12,3), 4,0" 10° CD34+ Zellen/kg (0,4-61,2) und 15,7 10* CFU-
GM/kg (2,7-70,7). Die Verteilung der transplantierten Zelldosis in den drei Untergruppen

ist in Tabelle 26 dargestellt. Hierbei erhielten PEI- und TIP-Patienten signifikant mehr
MNC/kg als TI-Patienten (p=0,007; p=0,011). PEI-Patienten hatten die hdochste Menge

an CD34+ Zellen/kg, gefolgt von TI- und TIP-Patienten, wobei die Unterschiede zwischen

PEI- und TIP-Patienten sowie TI- und TIP-Patienten statistisch signifikant waren

(p=0,002; p=0,023). Die Menge der reinfundierten CD34+ Zellen/kg war zwischen PEI-

und TI-Patienten nicht signifikant unterschiedlich. Hinsichtlich der transplantierten CFU-

GM-Dosis waren die drei Gruppen vergleichbar (Tabelle 24).

Tabelle 24. Transplantierte Zelldosis nach Hochdosistherapie

PEI-CEI TIP-CET TI-CET |Alle Patienten
(n=55) (n=22) (n=19) (n=96)
MNC/kg 3,9 4.4 2,6 3,6
( 10% (1,6-12,3) (1,2-9,2) (0,8-5,4) (0,8-12,3)
CD34+ Zellen/kg 5,8 2,8 4,0 4,0
( 109 (0,4-61,2) (1,1-7,7) (1,3-21,7) (0,4-61,2)
CFU-GM/kg 14,6 15,4 19,3 15,7
(¢ 10% (2,7-70,7) (4,6-32,0) (3,5-69,4) (2,7-70,7)

es sind jeweils Median und Range angegeben
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3.1.10.2. Hamatopoetische Rekonstitution

3.1.10.2.1. Gesamtkollektiv

Sechsundneunzig Patienten erreichten Leukozyten >1.000/pl und Granulozyten >500/ul
in einem medianen Zeitraum von 10 (7-27) bzw. 10 Tagen (8-27). Ein Patient mit 0,6 10°
CD34+ Zellen/kg bendtigte 27 Tage, ein anderer Patient mit 1,5 10° CD34+ Zellen/kg 20
Tage fur die Regeneration der Granulozyten. Alle weiteren Patienten erreichten

Granulozyten >500/ul innerhalb von 14 Tagen (Abbildung 13).

Thrombozyten >20.000/pl wurden im Median in 12 Tagen (7-202) erreicht. Ein Patient mit
einer Dosis von 1,5 10° CD34+ Zellen/kg bendétigte zur Thrombozyten-Rekonstitution
202 Tage. Die anderen Patienten erreichten Thrombozyten >20.000/ul innerhalb von 41
Tagen (Abbildung 14).
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Abbildung 13. Rekonstitution der Granulozyten im Gesamtkollektiv
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Abbildung 14. Rekonstitution der Thrombozyten im Gesamtkollektiv

3.1.10.2.2. Patienten mit PEI-Mobilisation und Hochdosis-CEl

Patienten (n=55) erreichten Leukozyten >1.000/ul im Median in 10 Tagen (7-27) sowie
Granulozyten >500/ul in 10 Tagen (8-27). Ein Patient mit der Zelldosis von 0,6 10°
CD34+ Zellen/kg bendtigte mit 27 Tagen bis zur Regeneration der Granulozyten erheb-
lich langer als die anderen Patienten, die hierfur 8 bis 14 Tage brauchten (Abbildung 15).
Die Regeneration der Thrombozyten >20.000/pl wurde median in 11 Tagen, jedoch

spatestens am Tag 39 erreicht (Abbildung 16).
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Abbildung 15. Rekonstitution der Granulozyten bei PEI-Patienten
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Abbildung 16. Rekonstitution der Thrombozyten bei PEI-Patienten
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3.1.10.2.3. Patienten mit TIP-Mobilisation und Hochdosis-CET

TIP-Patienten (n=22) erreichten Leukozyten >1.000/ul median in 10 Tagen (9-20) und
Granulozyten >500/ul in 10 Tagen (9-20). Ein Patient brauchte 20 Tage bis zur Erholung
der Granulopoese, alle anderen erreichten Granulozyten >500/pl in 9 bis 14 Tagen (Ab-
bildung 17).

Thrombozyten >20.000/pl wurden erstmals im Median am Tag 13 (10-202) gezahlt.
Neunzehn Patienten konnten die Thrombopoese in 10 bis 18 Tagen rekonstituieren. Ein
Patient bendtigte hierfir 30 Tage, ein anderer 41 Tage (Abbildung 18). Ein Patient mit
der Zelldosis von 1,5 10° CD34+ Zellen/kg brauchte hierfir 202 Tage. Dieser Patient is
in Abbildung 18 aus Griinden der Ubersicht nicht dargestellit.

3.1.10.2.4. Patienten mit TI-Mobilisation und Hochdosis-CET

Alle TI-Patienten (n=19) erreichten Leukozyten >1.000/ul median in 10 Tagen (8-12) und
Granulozyten >500/ul in 9 Tagen (8-12) (Abbildung 19).

Die Rekonstitution der Thrombozyten >20.000/ul erfolgte im Median nach 12,5 Tagen (9-
28). Ein Patient benotigte hierfir mit 28 Tagen erheblich langer als die anderen
Patienten, die Thrombozyten >20.000/ul in 9 bis 20 Tagen regenerieren konnten (Abbil-
dung 20).
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Abbildung 17. Rekonstitution der Granulozyten bei TIP-Patienten
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3.1.10.2.5. Vergleich der

325" 10° oder <2,5" 10° CD34+ Zellen/kg
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Hamatopoese nach Transplantation einer Zelldosis

Eigene préliminare Daten und Beobachtungen anderer Untersucher erlauben die

Schlu3folgerung, daf’ fir eine schnelle Regeneration der autologen Hamatopoese die

Reinfusion einer Zelldosis von 2,0-2,5" 10° CD34+ Zellen/kg bendtigt wird (108-111).

Basierend auf diesen Erkenntnissen fuhrten wir einen Vergleich zur hdmatopoetischen

Rekonstitution bei transplantierten Patienten durch, die mehr oder weniger als eine
Zelldosis von 2,5" 10° CD34+ Zellen/kg erhalten hatten. Patienten mit mehr als 2,5 10°

CD34+ Zellen/kg (n=69) erreichten die Regeneration der Hamatopoese in einer

signifikant kiirzeren Zeit als Patienten mit weniger als 2,5 10° CD34+ Zellen/kg (n=27): 9
(7-12) versus 12 (9-27) Tage fir Leukozyten >1.000/ul, 9 (8-12) versus 12 Tage (10-27)
fur Granulozyten >500/pul und 12 (7-20) versus 17 (9-202) Tage fur Thrombozyten

>20.000/ul (Tabelle 25).

Tabelle 25. Hamatopoetische Rekonstitution nach Hochdosischemotherapie

CD34+ Zellen/kg| CD34+ p-Wert
sp5 10° |Zellenkg Mann-Whitney Test

<2,5"10°
Patienten 69 27
(n=)
Tage bis 9 12 0,000
Leukozyten >1.000/ul (7-12) (9-27)
Tage bis 9 12 0,000
Granulozyten >500/ul (8-12) (10-27)
Tage bis 12 17 0,000
Thrombozyten >20.000/ul (7-20) (9-202)

es sind jeweils Median und Range angegeben
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Abbildung 21 zeigt die Regeneration der Granulozyten nach Hochdosischemotherapie.
Alle Patienten, die mehr als 2,5 10° CD34+ Zellen/kg bekamen, erreichten ohne
Ausnahme Granulozyten >500/pl innerhalb von 8 bis 12 Tagen. Die meisten Patienten
mit weniger als 2,5 10° CD34+ Zellen/kg brauchten hierfir 10 bis 14 Tage, wobei zwei
Patienten mit 20 und 27 Tagen einen erheblich langeren Zeitraum benétigten um mehr

als 500 Granulozyten/ul aufzuweisen (Abbildung 21).
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Abbildung 21. Rekonstitution der Granulozyten im Gesamtkollektiv

In Abbildung 22 ist die Rekonstitution der Thrombozyten nach Hochdosischemotherapie
dargestellt. Patienten mit mehr als 2,5 10° CD34+ Zellen/kg erreichten, bis auf zwei
Ausnahmen, in 7 bis 14 Tagen Thrombozyten >20.000/ul. Ein Patient brauchte 16 Tage
und ein weiterer Patient 20 Tage. Von den Patienten, die weniger als 2,5 10° CD34+
Zellen/kg erhalten haben, bendtigten die meisten langer als 14 Tage bis zu einer
Thrombozytenzahl >20.000/ul (Abbildung 22). Acht Patienten (30%) brauchten langer als

21 Tage. Ein Patient, der bis zur Rekonstitution der Thrombopoese 202 Tage bendtigte,



ist in der Abbildung nicht bertcksichtigt.
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Abbildung 22. Rekonstitution der Thrombozyten im Gesamtkollektiv

3.1.10.2.6. Univariate Analyse (log rank Test) pradiktiver Faktoren fir die hamato-

poetische Rekonstitution nach Hochdosischemotherapie

Die Erholung der

Hamatopoese nach Hochdosischemotherapie wurde statistisch

signifikant beeinflul3t von der transplantierten Zelldosis der CD34+ Zellen/kg und der

CFU-GM/Kkg (log rank Test).

Bei der Dosis der Ubertragenen CD34+ Zellen/kg lieRen sich drei Patientengruppen

identifizieren:
1. <2,5" 10° CD34+ Zellen/kg (n=27)

2.32,5 10°£5,0° 10° CD34+ Zellen/kg (n=33)
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3.>5,0"10° CD34+ Zellen/kg (n=36)

Fur die Menge der reinfundierten CFU-GM/kg waren ebenfalls drei Gruppen von-

einander abgrenzbar:
1. <10" 10" CFU-GM/kg (n=24)
2.310" 10°£20" 10* CFU-GM/kg (n=37)

3.>20" 10* CFU-GM/kg (n=30)

3.1.10.2.6.1. CD34+ Zellen und Regeneration der Granulozyten

Die Regeneration der Granulozyten in den drei Patientengruppen mit unterschiedlicher
CD34+ Zelldosis ist in der Abbildung 23 dargestellt. Patienten mit <2,5 10° CD34+
Zellen/kg bendtigten signifikant langer um Granulozyten >500/ul zu erreichen als
Patienten mit 22,5 10°£5,0° 10° CD34+ Zellen/kg oder mit >5,0° 10° CD34+ Zellen/kg
(Tabelle 26, Abbildung 24, Abbildung 25). Die Erholung der Granulopoese war zwischen
Patienten mit einer Zelldosis 32,5" 10°£5,0"10° CD34+ Zellen/kg und Patienten mit
>5,0° 10° CD34+ Zellen/kg statistisch nicht signifikant unterschiedlich (Tabelle 26,
Abbildung 26).
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Abbildung 25. Regeneration der Granulozyten in Abhangigkeit von der Dosis der
transplantierten CD34+ Zellen/kg
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Abbildung 26. Regeneration der Granulozyten in Abhangigkeit von der Dosis der
transplantierten CD34+ Zellen/kg



Tabelle 26. Einfluld der transplantierten CD34+ Zellen/kg auf die Regeneration
der Granulozyten nach Hochdosischemotherapie

Tage bis Erreichen von Granulozyten >500/pl Log rank Test
CD34+ Zellen/kg CD34+ Zellen/kg CD34+ Zellen/kg p-Wert

<2,5"10° 32,5" 106£5,0° 106 >5,0" 10°

12 10 9 0,000
(10-27) (8-12) (8-12)

12 10 0,000

(10-27) (8-12)

12 9 0,000

(10-27) (8-12)
10 9 ns

(8-12) (8-12)

es sind jeweils Median und Range angegeben

ns: nicht signifikant

3.1.10.2.6.2. CFU-GM und Regeneration der Granulozyten

Patienten mit einer transplantierten Zelldosis <10 10* CFU-GM/kg hatten eine signifikant
langere Regenerationsphase als Patienten mit 310 10*£20" 10* CFU-GM/kg oder mit
>20" 10* CFU-GM/kg (p=0,05; p=0,002). Die Rekonstitution der Granulozytopoese war
zwischen Patienten mit einer Zelldosis 310 10°£20” 10* CFU-GM/kg und Patienten mit
>20" 10* CFU-GM/kg nicht signifikant unterschiedlich (Tabelle 27).
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Tabelle 27. Einflull der transplantierten CFU-GM/kg auf die Regeneration der

Granulozyten nach Hochdosischemotherapie

Tage bis Erreichen von Granulozyten >500/pl

Log rank Test

CFU-GM/kg CFU-GM/kg CFU-GM/kg p-Wert
<10 104 310" 104 £20° 104 >20" 104
11 10 10 0,007
(8-27) (8-14) (8-12)
11 10 0,050
(8-27) (8-14)
11 10 0,002
(8-27) (8-12)
10 10 ns
(8-14) (8-12)

es sind jeweils Median und Range angegeben

ns: nicht signifikant

3.1.10.2.6.3. CD34+ Zellen und Regeneration der Thrombozyten

Die Regeneration der Thrombozyten in den drei Patientengruppen mit unterschiedlicher

CD34+ Zelldosis ist in der Abbildung 27 dargestellt. Patienten, die weniger als 2,5 10°

CD34+ Zellen erhielten, erreichten Thrombozyten >20.000/pl nach einer signifikant
langeren Zeit als Patienten mit 22,5 10°£5,0" 10° CD34+ Zellen/kg oder mit >5,0" 10°
CD34+ Zellen/kg (Tabelle 28, Abbildung 28, Abbildung 29). Die Erholung der Thrombo-

zyten war zwischen den Patienten mit einer Zelldosis 22,5 10°£5,0" 10° CD34+ Zellen/kg

und Patienten mit >5,0" 10°
unterschiedlich (Tabelle 28, Abbildung 30).

CD34+ Zellen/kg ebenfalls statistisch signifikant
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Abbildung 29. Regeneration der Thrombozyten in Abhangigkeit von der Dosis
der transplantierten CD34+ Zellen/kg
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Abbildung 30. Regeneration der Thrombozyten in Abhangigkeit von der Dosis der

transplantierten CD34+ Zellen/kg



Tabelle 28. Einflu3 der transplantierten CD34+ Zellen/kg auf die Regeneration der

Thrombozyten nach Hochdosischemotherapie

Tage bis Erreichen von Thrombozyten >20.000/pl Log rank Test
CD34+ Zellen/kg CD34+ Zellen/kg CD34+ Zellen/kg p-Wert
<2,5"10° 32,5"10°£5,0" 10° >5,0" 10°
17 12 11 0,000
(9-202) (7-20) (7-14)
17 12 0,000
(9-202) (7-20)
17 11 0,000
(9-202) (7-14)
12 11 0,002
(7-20) (7-14)

es sind jeweils Median und Range angegeben

ns: nicht signifikant

3.1.10.2.6.4. CFU-GM und Regeneration der Thrombozyten

Der Gruppenvergleich zwischen Patienten mit weniger als 10° 10* CFU-GM/kg und
Patienten mit mehr als 20" 10° CFU-GM/kg ergab einen signifikanten Vorteil in der
Rekonstitution der Thrombozyten fir die Patienten mit der héheren Zelldosis (p=0,023).
Vergleiche zwischen Patientengruppen mit <10” 10* CFU-GM/kg und 310" 10°£20" 10*
CFU-GM/kg, sowie zwischen mit 310" 10*£20" 10* CFU-GM/kg und >20" 10* CFU-GM/kg

waren nicht signifikant unterschiedlich (Tabelle 29).
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Tabelle 29. Einflul der transplantierten CFU-GM/kg auf die Regeneration der

Thrombozyten nach Hochdosischemotherapie

Tage bis Erreichen von Thrombozyten >20.000/pl

Log rank Test

CFU-GM/kg CFU-GM/kg CFU-GM/kg p-Wert
<10" 10* 310" 10*£20" 10* >20" 10*
13 12 12 0,046
(8-39) (7-30) (7-28)
13 12 ns
(8-39) (7-30)
13 12 0,023
(8-39) (7-28)
12 12 ns
(7-30) (7-28)

es sind jeweils Median und Range angegeben

ns: nicht signifikant

3.1.10.2.6.5. Andere Parameter

Alter der Patienten, die Lokalisation des Primartumors, die Histologie, das Stadium der

Erkrankung und die H6he der Tumormarker (AFP, HCG) bei Erstdiagnose, die Dauer

und Anzahl der Zyklen der primadren Chemotherapie, die kumulativen Dosen der

verabreichten zytostatischen Medikamente (Cisplatin, Etoposid, Ifosfamid, Bleomycin),

die Zeit zwischen der Priméartherapie und Mobilisationschemotherapie, das Krankheits-

stadium und die Hohe von AFP und HCG vor Mobilisationschemotherapie, sowie das

Ansprechen auf die "salvage" Chemotherapie spielten fur die Rekonstitution der Granulo-

und Thrombopoese keine statistisch signifikante Rolle.
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3.1.10.2.7. Multivariate Analyse (Cox Regression) pradiktiver Faktoren fur die

hamatopoetische Rekonstitution nach Hochdosischemotherapie

Zur ldentifikation von unabhangigen Faktoren mit Einflud auf die Rekonstitution der
Granulo- und Thrombopoese nach Hochdosischemotherapie, wurde die Cox Regres-
sionsanalyse als multivariate Analyse fur Parameter, die in der univariaten Analyse (log
rank Test) statistisch signifikant waren, durchgeftihrt. Hierbei handelte es sich um die
transplantierte Dosis der CD34+ Zellen/kg und CFU-GM/kg mit der identischen Gruppen-

einteilung wie im log rank Test:

Einteilung nach der Zelldosis an CD34+ Zellen/kg:
1. <2,5" 10° CD34+ Zellen/kg (n=27)

2.32,5 10°£5,0" 10° CD34+ Zellen/kg (n=33)
3.>5,0" 10° CD34+ Zellen/kg (n=36)

Einteilung nach der Menge an CFU-GM/kg:

1. <10" 10* CFU-GM/kg (n=24)

2.310° 10°£20" 10* CFU-GM/kg (n=37)

3.>20" 10" CFU-GM/kg (n=30)

3.1.10.2.7.1. Rekonstitution der Granulozyten

In der Cox Regressionsanalyse wurde die transfundierte Menge an CFU-GM/kg elimi-
niert. Es verblieb als signifikanter Faktor fur die Rekonstitution der Granulozyten die
Dosis der transplantierten CD34+ Zellen/kg (Tabelle 30).



3.1.10.2.7.2. Rekonstitution der Thrombozyten

Die Ubertragene Dosis an CFU-GM/kg wurde in der Cox Regressionsanalyse erneut

eliminiert. Die transplantierte Menge der CD34+ Zellen/kg verblieb als signifikanter

Parameter fir die Regeneration der Thrombozyten (Tabelle 30).

Tabelle 30. Gegenuberstellung der uni- und multivariaten Analyse der pradiktiven

Faktoren fur die hamatopoetische Rekonstitution

Pradiktion fur die Rekonstitution
der Granulozyten >500/ul

Patientengruppen Univariate Analyse’ Multivariate Analyse™
(Transplantierte Zelldosis)

CD34+ Zellen/kg: 0,000 0,000

<2,5; 32,5£5,0; >5,0 ( 10°

CFU-GM/kg: 0,007 ns

<10; 310£20; >20 ( 10%

Pradiktion fur die Rekonstitution
der Thrombozyten >20.000/ul

Patientengruppen

(Transplantierte Zelldosis)

Univariate Analyse” | Multivariate Analyse™

<10; 310£20; >20 (" 10%

CD34+ Zellen/kg: 0,000 0,000
<2,5; 32,5£5,0; >5,0 ( 10°
CFU-GM/kg: 0,046 ns

ns: nicht signifikant
“log rank Test

“Cox-Regressionsanalyse
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal3 der einzige Parameter, der die Rekon-
stitution der Granulozyten >500/pl und Thrombozyten >20.000/ul nach einer Hochdosis-
chemotherapie statistisch signifikant beeinfluf3t, die Dosis der transplantierten CD34+

Zellen/kg ist.

3.1.10.3. Supportivtherapie nach Hochdosischemotherapie und Transplantation

autologer Blutstammzellen

3.1.10.3.1. Gesamtkollektiv und einzelne Patientengruppen

Sechsundneunzig Patienten entwickelten in der Posttransplantationsphase im Median an
5 Tagen (0-17) Fieber und erhielten fur 9 Tage (0-22) eine i.v. antibiotische Therapie. In
dieser Zeit wurden den Patienten im Median 4 Erythrozytenkonzentrate (0-24) und 4
Thrombozytenkonzentrate (1-19) transfundiert. Der stationare Aufenthalt betrug 24 Tage
(19-58). Die genannten Parameter waren in den einzelnen Patientengruppen vergleich-

bar, es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden (Tabelle 31).



Tabelle 31. Supportivtherapie nach Hochdosischemotherapie
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PEI/CEI TIP/CET TI/CET Gesamt

(n=55) (n=22) (n=19) (n=96)
Temperatur 3 38,0°C 4,5 5,5 3 5
(Tage) (0-17) (1-14) (1-12) (0-17)
Antibiotikatherapie 9 9,5 8,5 9
(Tage) (0-22) (4-19) (5-18) (0-22)
Erythrozyten 5 5 4 4
Konzentrate (0-24) (2-19) (2-10) (0-24)
Thrombozyten 5 5 3,5 4
Konzentrate (1-19) (2-12) (1-12) (1-19)
Krankenhausaufenthalt 23,5 24 23,5 24
(Tage) (19-58) (21-48) (19-53) (19-58)

es sind jeweils Median und Range angegeben

ns: nicht signifikant

3.1.10.3.2. Rolle der Dosis transplantierter CD34+ Zellen

Da in der multivariaten Analyse (Cox Regression) der pradiktiven Parameter fur die
Rekonstitution der Hamatopoese nach Hochdosischemotherapie ausschlief3lich die
transfundierte Dosis der CD34+ Zellen/kg statistisch signifikant war, wurden die Daten
der Supportivtherapie in den drei Patientengruppen analysiert, die in die Cox
Regressionsanalyse eingingen. Der Gruppenvergleich im Kruskal-Wallis Test ergab
statistische Signifikanz fur die transfundierten Erythrozyten- und Thrombozyten-
konzentrate, die Tage mit antibiotischer Therapie und den Aufenthalt im Krankenhaus
(Tabelle 32).



Tabelle 32. Supportivtherapie nach Hochdosischemotherapie
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CD34+ Zellen |CD34+ Zellen CD34+ Zellel Kruskal-

>5,0"10%kg |32,5£5,0° 10°kg | <2,5" 10%kg |Wallis Test
Patienten 36 33 27 p-Wert
(n=)
Temperatur 2 38,0°C 2,5 5 6 ns
(Tage) (0-12) (1-16) (1-17)
Antibiotikatherapie 8 9 10 0,001
(Tage) (0-14) (5-21) (6-22)
Erythrozyten 4 4 6 0,013
Konzentrate (0-12) (0-12) (4-24)
Thrombozyten 4 4 6 0,006
Konzentrate (1-11) (1-18) (2-19)
Krankenhausaufenthalt 22 24 26 0,000
(Tage) (19-43) (20-53) (21-58)

es sind jeweils Median und Range angegeben

ns: nicht signifikant

Im Vergleich einzelner Gruppen ergab die Analyse im Mann-Whitney Test flir Patienten

mit 32,5£5,0° 10° CD34+ Zellen/kg gegenuber Patienten mit <2,5 10° CD34+ Zellen/kg

signifikant weniger Transfusionen mit Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentraten,

sowie einen kirzeren Aufenthalt im Krankenhaus (Tabelle 33).



Tabelle 33. Supportivtherapie nach Hochdosischemotherapie
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CD34+ Zellen CD34+ Zellen Mann-Whitney
32,5£5,0° 10%kg <2,5 10%kg Test
Patienten 33 27 p-Wert
Temperatur 3 38,0°C 5 6 ns
(Tage) (1-16) (1-17)
Antibiotikatherapie 9 10 ns
(Tage) (5-21) (6-22)
Erythrozyten 4 6 0,007
Konzentrate (0-12) (4-24)
Thrombozyten 4 6 0,002
Konzentrate (1-18) (2-19)
Krankenhausaufenthalt 24 26 0,004
(Tage) (20-53) (21-58)

es sind jeweils Median und Range angegeben

ns: nicht signifikant

Patienten, die eine Zelldosis >5,0" 10° CD34+ Zellen/kg erhalten haben, hatten sta-

tistisch signifikant weniger Transfusionseinheiten, Fieber- und Antibiotikatage und einen

kirzeren Krankenhausaufenthalt als Patienten mit <2,5" 10° CD34+ Zellen/kg (Tabelle

34).



Tabelle 34. Supportivtherapie nach Hochdosischemotherapie
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CD34+ Zellen CD34+ Zellen Mann-Whitney
>5,0" 10°/kg <2,5 10%kg Test
Patienten 36 27 p-Wert
(n=)
Temperatur 2 38,0°C 2,5 6 0,032
(Tage) (0-12) (1-17)
Antibiotikatherapie 8 10 0,000
(Tage) (0-14) (6-22)
Erythrozyten 4 6 0,013
Konzentrate (0-12) (4-24)
Thrombozyten 4 6 0,002
Konzentrate (1-11) (2-19)
Krankenhausaufenthalt 22 26 0,000
(Tage) (19-43) (21-58)

es sind jeweils Median und Range angegeben

ns: nicht signifikant

Zwischen Patienten mit einer transplantierten Zelldosis gréRer als 5,0 10° CD34+

Zellen/kg und Patienten mit der mittleren Dosis 32,5£5,0 10° CD34+ Zellen/kg, waren

der stationére Aufenthalt und die Tage mit antibiotischer Therapie statistisch signifikant

unterschiedlich (Tabelle 35).



Tabelle 35. Supportivtherapie nach Hochdosischemotherapie
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CD34+ Zellen CD34+ Zellen Mann-Whitney
>5,0" 10°/kg 32,5£5,0° 10%kg Test
Patienten 36 33
Temperatur 3 38,0°C 2,5 5 ns
(Tage) (0-12) (1-16)
Antibiotikatherapie 8 9 0,020
(Tage) (0-14) (5-21)
Erythrozyten 4 4 ns
Konzentrate (0-12) (0-12)
Thrombozyten 4 4 ns
Konzentrate (1-12) (1-18)
Krankenhausaufenthalt 22 24 0,037
(Tage) (19-43) (20-53)

es sind jeweils Median und Range angegeben

ns: nicht signifikant

Insgesamt kann festgehalten werden, dal3 Patienten mit einer transplantierten Zelldosis

<2,5"10° CD34+ Zellen/kg eine intensivere Supportivtherapie und einen signifikant

langeren Krankenhausaufenthalt benétigten als Patienten mit mehr als 2,5 10° CD34+

Zellen/kg.
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4. Diskussion

4.1. Mobilisation und Separation peripherer Blutstammzellen

Die vorliegende Analyse beruht auf Daten von 120 Patienten mit rezidivierten und/oder
refraktaren malignen Keimzelltumoren, die in der Zeit von Januar 1993 bis Juli 1998 in
der Abteilung fur Innere Medizin mit Schwerpunkt Hamatologie/Onkologie (Leiter: Prof.
Dr. med. D. Huhn), Virchow-Klinikum der Humboldt-Universitat, erhoben wurden. Die
Behandlungsstrategie bestand aus drei bis vier Zyklen einer zytostatischen Rezidiv-
therapie ("salvage" Chemotherapie) gefolgt von einer Hochdosischemotherapie. Trotz
des Fehlens von kontrollierten randomisierten Studien wird bei Patienten mit rezidivierten
und/oder refraktaren Keimzelltumoren eine Verbesserung der Langzeit-Uberlebensrate
von 20% nach konventioneller "salvage" Chemotherapie auf bis zu 50% nach
Hochdosischemotherapie erwartet (118-120). Die Durchfihrung einer Hochdosis-
chemotherapie, die fur den Patienten wegen der ausgepragten Myelosuppression
potentiell gefahrlich ist, setzt das Vorhandensein eines patienteneigenen (autologen)
hamatopoetischen Transplantats, bestehend aus Knochenmark und/oder peripheren
Blutstammzellen, voraus. Die h&matopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen, die
rechtzeitig vor der Hochdosischemotherapie gesammelt und kryokonserviert werden
mussen, werden dem Patienten retransfundiert, um die Rekonstitution der Hamatopoese
zu gewahrleisten und zu beschleunigen. Im letzten Jahrzehnt haben die peripheren
Blutstammzellen aufgrund einiger Vorteile, die sowohl in der Gewinnung als auch in der
hamatopoetischen Regeneration nach Hochdosischemo-/Radiotherapie begrindet sind,

die klassische autologe Knochenmarktransplantation zunehmend verdrangt (7-10).

Autologe hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen werden in der Regel durch eine
krankheitsadaptierte Chemotherapie und einen hamatopoetischen Wachstumsfaktor aus
dem Knochenmark in die Blutbahn mobilisiert und mittels Leukapherese am Zell-

separator gewonnen (87-94).

Die Mobilisation peripherer Blutstammzellen erfolgte in unserem Patientenkollektiv durch

eine "salvage" Chemotherapie wie folgt: 66 Patienten erhielten PEI, 26 Patienten TIP
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und 28 Patienten TI. Hinsichtich der Patientencharakteristika wie Alter, Tumorlokali-
sation, Histologie, Krankheitsstadium, Ansprechen auf die primare Chemotherapie und
Intensitat der Vorbehandlung (Therapiezyklen, Medikamentendosis) waren die drei
Gruppen vergleichbar. Der einzige signifikante Unterschied bestand in der medianen G-
CSF-Dosis, die nach der Mobilisierungschemotherapie verabreicht wurde: PEI-Patienten
erhielten 4,8 pg/kg/d, TIP-Patienten 5,8 pg/kg/d und TI-Patienten 9,7 pg/kg/d. Am ersten
Apheresetag hatten TI-Patienten signifikant hohere zirkulierende CD34+ Zellen als TIP-
Patienten: 60,5/ul versus 15,7/ul (p=0,001). Auf den ersten Blick scheint dies auf der
signifikant hoéheren G-CSF-Dosis der TI-Patienten zu beruhen. Hierzu ist jedoch
einschrdnkend zu sagen, dal’ ein eindeutiges Dosis-Wirkungsphanomen zwischen G-
CSF und der Mobilisation peripherer Blutstammzellen bislang in wenigen Studien
lediglich im "steady state", das heil3t unter Ruhebedingungen ohne vorausgehende
Chemotherapie, gezeigt werden konnte (77-79). Einige Autoren konnten selbst bei der
"steady state" Mobilisation keinen signifikanten Anstieg der zirkulierenden CD34+ Zellen
bei hoherer G-CSF-Dosis nachweisen. So konnten Nademanee et al bei Patienten mit
malignen Lymphomen, die zur Mobilisierung G-CSF 10 pg/kg/d erhielten (n=26), weder
die Anzahl der Leukapheresen senken noch einen hdheren Ertrag an CD34+ Zellen/kg
im Vergleich zu Patienten mit G-CSF 5 pg/kg/d (n=39) erzielen (127). Bishop et al
mobilisierten bei Patienten mit h&matologischen Malignomen und soliden Tumoren
periphere Blutstammzellen mit GM-CSF 125 ug/mzld (n=34) oder 250 ug/mzld (n=24)
durch (76). Weder die mediane Zahl der Apheresen noch die gesammelten CFU-GM
waren zwischen beiden Gruppen signifikant unterschiedlich. In einer aktuell publizierten
Arbeit fanden Martin-Murea et al bei Patienten mit Plasmozytom keinen Zusammenhang
zwischen der applizierten G-CSF-Dosis, 300 pg/d (n=67) versus 600-1.200 pg/d (n=37),
und der Zahl zirkulierender CD34+ Zellen nach einer Mobilisationschemotherapie (128).
Diese Erkenntnis wird durch unsere Daten gestlitzt, da die Zahl der peripheren CD34+
Zellen bei PEI- und TI-Patienten, trotz einer signifikanten Differenz in der medianen G-
CSF-Dosis mit 4,8 pg/kg/d versus 9,7 ug/kg/d (p=0,001), bei Beginn der Apheresen mit
43,4/ul versus 60,5/ul vergleichbar war. Die Tatsache, dald die Zahl der peripheren
CD34+ Zellen mit 43,4/l bei PEI-Patienten signifikant héher war als mit 15,7/ul bei TIP-
Patienten (p=0,001), bei Vergleichbarkeit der Patientengruppen beziglich Vorbehand-
lung und G-CSF-Dosis (4,8 pg/kg/d versus 5,8 pg/kg/d), lait vermuten, dall andere,
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derzeit noch unbekannte Faktoren die Mobilisation von CD34+ Zellen beeinflussen
dirften. Ein solcher Faktor ist moglicherweise die Mobilisationschemotherapie selbst. Wir
vermuten, dald die schlechte Mobilisation bei TIP-Patienten in der zytotoxisch-
myelosuppressiven Interaktion von Taxol und Cisplatin begrindet ist. Von den TIP-
Patienten (n=26) bendtigten 7 Patienten einen zweiten Chemotherapiezyklus und ein
Patient drei TIP-Zyklen fur die Gewinnung eines Blutstammzelltransplantats. Von 66 PEI-
Patienten und 28 TI-Patienten bendtigte aus jeder Gruppe jeweils nur ein Patient einen

zweiten Mobilisierungszyklus.

Die Leukapheresen begannen bei TI-Patienten median am Tag 9 nach Ende der
Chemotherapie und damit signifikant friher als bei PEI- und TIP-Patienten am Tag 14
bzw Tag 15 (p=0,001; p=0,001). Demirer et al leiteten die Leukapheresen nach
Mobilisation mit Taxol und Cyclophosphamid am Tag 11 und nach Cisplatin, Etoposid
und Cyclophosphamid am Tag 14 ein (129). Diese Daten sind mit unseren Beo-
bachtungen nach TI- und PEI-Mobilisation vergeichbar, nattrlich mit der Einschrankung,
dalR Demirer et al Cyclophosphamid statt Ifosfamid in der Kombinationschemotherapie
eingesetzt haben. Der signifikant spatere Apheresebeginn bei PEI- und TIP-Patienten
mag mit einer starkeren und langer dauernden Myelosuppression zusammenhangen, die
mit einem Nadir von 700 Leukozyten/pul nach PEI und 1.000 Leukozyten/ul nach TIP
einhergeht. Im Gegensatz hierzu liegt nach TI-Mobilisation der tiefste mediane
Leukozytenwert bei 2.400/ul. Die leichtere Myelosuppression nach Tl wird durch die
signifikant hohere mediane Thrombozytenzahl am ersten Apheresetag ebenfalls veran-

schaulicht.

Da Patienten mit PEI und TI bei Beginn der Leukapheresen signifikant hohere
zirkulierende CD34+ Zellen hatten als TIP-Patienten, konnten durch die erste Apherese
bei PEI- und TI-Patienten im Median signifikant mehr CD34+ Zellen/kg gesammelt
werden als bei TIP-Patienten: 2,9 106/kg und 3,0 106/kg versus 1,0 106/kg (p=0,001;
p=0,001). Die Separationsergebnisse der ersten Leukapherese zeigen, dald bei mehr als
der Halfte sowohl der PEI- als auch der TI-Patienten bereits eine Zelldosis gréR3er als
2,5°10° CD34+ Zellen/kg gewonnen wurde. Die Reinfusion von 32,5"10° CD34+
Zellen/kg nach Hochdosischemotherapie wird von einigen Autoren empfohlen, weil diese

Zelldosis zu einer schnellen und dauerhaften Regeneration der Granulozyten und
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Thrombozyten fuhrt (107-111). Dies wirde bedeuten, dal? mehr als die Hélfte der PEI-
und TI-Patienten mit einer einzigen normalvolumigen Leukapherese (8-12 ) die
angestrebte Zelldosis erreicht. Bei TIP-Patienten, die CD34+ Zellen unbefriedigend
mobilisierten, konnten jedoch nur bei einer Minderheit mehr als 2,5 10° CD34+ Zellen/kg
mit der ersten Leukapherese gesammelt werden. Diese Zelldosis konnte selbst durch
kumulative Apheresen nur in der Haélfte der TIP-Patienten erreicht werden, wobei im
Median drei Separationen (1-7) pro Patient durchgeftuhrt wurden. Deswegen kann die
Kombinationschemotherapie TIP zur Mobilisation peripherer Blutstammzellen bei
Patienten mit malignen Keimzelltumoren in der vorliegenden Form nicht empfohlen
werden. Kumulative Apheresen erbrachten bei PEI-Patienten einen signifikant hoheren
Ertrag an CD34+ Zellen/kg als bei TI-Patienten, 7,1 10%kg versus 3,6” 10° CD34+
Zellen/kg (p=0,04), bei vergleichbaren zirkulierenden und gesammelten CD34+ Zellen bei
der ersten Leukapherese. Die Erklarung hierflr ist einfach, da PEI-Patienten im Median
zwei Apheresen (1-5) hatten, TI-Patienten jedoch nur eine Separation (1-4). Dieser
Unterschied wird dadurch erklart, dal3 bei PEI-Patienten unabhangig von der Zahl
peripherer CD34+ Zellen die Durchfiihrung von zwei Leukapheresen angestrebt wurde.
Die Sammlung von CFU-GM durch kumulative Leukapheresen war in den drei
Patientengruppen vergleichbar: 14,6” 10%/kg bei PEI-, 15,3 10%kg bei TIP- und 19,3" 10"
CFU-GM/kg bei TI-Patienten. Die Vergleichbarkeit der gesammelten CFU-GM bei
gleichzeitig signifikanten Unterschieden bei gewonnenen CD34+ Zellen in den drei
Patientengruppen hangt wahrscheinlich mit einer ungleichen Klonogenitat der
separierten Zellen zusammen. So konnten Serke et al zeigen, dal} die Klonogenitat von
CD34+ Zellen mit steigender Zellzahl kontinuierlich abnimmt (132).

4.2. Pradiktive Parameter fur die Mobilisation und Separation von CD34+ Zellen

Wir unternahmen den Versuch préadiktive Parameter flr die Mobilisation und Separation

von CD34+ Zellen innerhalb der Gesamtpopulation zu identifizieren.

Die Analyse im Mann-Whitney Test liel3 folgende Faktoren identifizieren, die mit einer

guten Mobilisation und Separation assoziiert waren: Alter £30 Jahre, zytostatische Vor-
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therapie mit £6 Zyklen, kumulative Dosis Cisplatin £500 mg/m?, Etoposid £2.500 mg/m?,

Ifosfamid £24 g/m2 und eine Mobilisationschemotherapie mit PEI oder TI.

In der multivariaten Analyse (multiple lineare Regression) wurden jedoch die kumulativen
Dosen flr Cisplatin und Etoposid sowohl fur zirkulierende als auch gesammelte CD34+
Zellen, die Ifosfamid-Dosis fur die separierten CD34+ Zellen eliminiert. Als voneinander
unabhangige Parameter, die sowohl fur die Zahl der peripheren als auch gewonnenen
CD34+ Zellen von signifikantem Wert waren, verblieben in der multiplen linearen
Regression das Patientenalter, die zytostatische Vorbehandlung und die Mobilisations-
chemotherapie. Hierbei hatten ein Patientenalter £30 Jahre, eine Vortherapie mit £6
Zyklen und eine Mobilisierung mit PEI oder Tl einen signifikant positiven Einflul3 auf die

Zahl der zirkulierenden und gesammelten CD34+ Zellen.

Bezuglich des Patientenalters existieren in der Literatur gegensatzliche Meinungen. So
konnten Bensinger et al bei 54 Patienten mit hamatologischen Malignomen und soliden
Tumoren, die G-CSF 16 pg/kg/d zur Mobilisierung erhielten, ein héheres Alter als
nachteilig fur die Gewinnung von CD34+ Zellen identifizieren (133). Chabannon et al
fanden ebenfalls, dal3 das Alter der Patienten den Ertrag der Leukapheresen signifikant
beeinflul3te (134). Im Gegensatz hierzu konnten Goldschmidt et al bei 103 Patienten mit
Plasmozytom, die Cyclophosphamid plus G-CSF zur Mobilisation erhielten, keinen
EinfluR des Alters auf die Sammlung von CD34+ Zellen feststellen (135). Dreger et al
fanden bei 52 Patienten mit malignen Lymphomen nach einer Mobilisation mit
unterschiedlichen Chemotherapieregimen und/oder G-CSF keinen Zusammenhang
zwischen Patientenalter und Ergebnis der Stammzellernte (136). Weaver et al
analysierten die Separationsdaten von 497 Patienten, mobilisiert mit Cyclophosphamid,
Etoposid und G-CSF, ohne jedoch eine Auswirkung des Patientenalters auf die
gesammelten CD34+ Zellen zu finden (137). Zwei weitere Studien fanden ebenfalls keine
Korrelation zwischen Patientenalter und Leukaphereseertrag (108, 138). Diese
Diskrepanz zwischen den meisten Studien und unseren Untersuchungen koénnte
diagnosebedingt sein, da in den zitierten Arbeiten keine Daten von Patienten mit

Keimzelltumoren analysiert wurden.

Eine ausgedehnte zytostatische und/oder strahlentherapeutische Vorbehandlung wird im

allgemeinen als potentieller Nachteil fur die Mobilisation peripherer Blutstammzellen
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angesehen. Dies gilt vor allem dann, wenn in der Vortherapie Zytostatika wie Melphalan,
Carmustin und/oder Lomustin zum Einsatz kommen, denen eine potentielle hamato-
poetische Stammzelltoxizitat zugeschrieben wird (139-141). So fanden Dreger et al bei
52 Patienten mit malignen Lymphomen eine Vorbehandlung mit mehr als einem Zyklus
DexaBEAM, die unter anderem Melphalan 20 mg/m2 und Carmustin 60 mg/m2 pro Zyklus
enthielt, als prognostisch signifikant unginstig auf die gesammelten CD34+ Zellen und
CFU-GM (136). Goldschmidt et al identifizierten bei 103 Plasmozytom-Patienten die
Dauer der chemotherapeutischen Vorbehandlung mit Melphalan, nicht jedoch die
verabreichte kumulative Dosis, als signifikant aussagefahig fur den Ertrag der
Leukapherese (135). Haas et al konnten bei 61 Patienten mit malignen Lymphomen
einen Vorteil fir die Sammlung von CD34+ Zellen fur diejenigen Patienten ausarbeiten,
die mit £6 Zyklen einer zytostatischen Chemotherapie vorbehandelt waren (108). Zu
vergleichbaren Ergebnissen, wie von Haas et al erhoben, kamen Weaver et al, Shepherd
et al, Tarella et al und Bensinger et al (137, 142-144). Andere Untersucher konnten
jedoch keine Korrelation zwischen vorausgehender Chemotherapie und der Mobilisation
oder Separation peripherer Blutstammzellen feststellen (66, 129, 138, 145). Einen
interessanten Ansatz verfolgten Drake et al in einer kirzlich publizierten Analyse (146).
Sie teilten die zytostatischen Medikamente der Vortherapie nach ihrer hdamatopoetischen
Toxizitat ein, wobei stammzelltoxische Zytostatika mit der hdchsten Punktzahl (=4)
bewertet wurden und Medikamente mit geringer Myelosuppression eine 1 zur Bewertung
erhielten. Die anderen Zytostatika bekamen je nach Hamatotoxizitat 2 oder 3 Punkte. Mit
dieser Bewertung berechneten die Autoren einen kumulativen Werte-Index eines jeden
Patienten auf der Basis der vorausgehenden Chemotherapie. Die Daten von 74
Patienten, die nahezu alle an hamatologischen Malignomen litten (n=71), wurden
ausgewertet. Nach der Multivarianzanalyse (multiple lineare Regression) verblieb die
Vortherapie mit einem oder mehreren Zytostatika des Toxizitatsfaktors 4 als einzelner
Parameter mit signifikantem Einflu3 auf die Sammlung von CD34+ Zellen/kg und CFU-
GM/kg (146). Im unserem Patientenkollektiv spielten stammzelltoxische Substanzen
keine Rolle, da diese Zytostatika in der Therapie von malignen Keimzell-tumoren keine
Anwendung finden. Die Multivarianzanalyse zeigte jedoch, dal3 eine intensive
Vorbehandlung mit mehr als 6 Zyklen einer Chemotherapie mit den Substanzen

Cisplatin, Etoposid, Bleomycin und/oder Ifosfamid zu einer signifikanten Abnahme der
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Mobilisierung peripherer Blutstammzellen fuhrte.

Ein weiterer Parameter, der die Mobilisation und Sammlung von zirkulierenden Blut-
stammzellen negativ beeinflussen kann, ist eine ausgedehnte Radiotherapie in der
Vorbehandlung des Patienten (108, 136, 144, 145). Da eine Strahlentherapie im
vorliegenden Patientenkollektiv lediglich von untergeordneter Bedeutung war, wurde sie

nicht in die Analyse einbezogen.

Gelegentlich wird Uber die mdogliche Rolle eines Knochenmarkbefalls durch maligne
Zellen fur die Mobilisierung h&matopoetischer Stammzellen berichtet (108, 129, 144).
Dieser Faktor spielte flr unsere Patientengruppe ebenfalls keine Rolle, da bei Patienten
mit malignen Keimzelltumoren der Befall des Knochenmarks eine ausgesprochene

Raritat darstellt.

Passos-Coelho et al untersuchten bei 23 Patientinnen mit Mammacarcinom die
Mobilisierung von Blutstammzellen mit CPM und G-CSF und fanden eine signifikante
Korrelation zwischen der Prozentzahl von CD34+ Zellen im "steady state" Knochenmark
und den nach Mobilisierung gesammelten CD34+ Zellen/kg (147). Dieses Vorgehen
sollte jedoch auf Studien oder Einzelféalle beschréankt bleiben, da es die Durchflihrung
eines invasiven diagnostischen Eingriffs (Knochenmarkpunktion) voraussetzt, dessen

Wertigkeit zur Zeit nicht endgultig beurteilt werden kann.

4.3. Pradiktive Faktoren fur den Ertrag der Leukapherese

Ziel der Blutstammzellseparation ist die Gewinnung eines hamatopoetisch suffizienten
Transplantats, das nach einer Hochdosischemotherapie zu einer schnellen und
dauerhaften Regeneration der Hamatopoese fuhrt. Um den Zeitpunkt des Apherese-
beginns bestimmen zu kdnnen und die Separationen effizient zu gestalten, bedarf es
pradiktiver Faktoren, die den Ertrag einer Leukapherese mit hoher Wahrscheinlichkeit
voraussagen lassen. Aus diesem Grunde haben viele Arbeitsgruppen den Versuch
unternommen einen mdoglichst einfach zu bestimmenden préadiktiven Faktor zu

identifizieren. Hierfir schien das Blutbild geradezu pradestiniert, da die peripheren
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Blutstammzellen wahrend der Mobilisation aus dem Knochenmark in die Blutzirkulation

ausgeschwemmt werden.

In frihen Mitteilungen empfahlen Cantin et al und Reid et al den Zeitpunkt des Anstiegs
der Leukozyten nach durchschrittenem Nadir oder die simultane Erholung der
Thrombozyten und Monozyten fur die Einleitung der Leukapheresen (148, 149). Kotasek
et al und Craig et al nahmen eine ansteigende Leukozytenzahl grofRer als 1.000/ul als
Surrogatmarker um die Apheresen zu beginnen (66, 96). Trotz dieser frihen Versuche
einen guten Aphereseertrag zu prognostizieren mufdten bis zu sechs Separationen
durchgefiihrt werden, um das gewiinschte Transplantat zu erhalten. Fukuda et al und
Dreger et al konnten vor allem dann gute Aphereseertrage erzielen, wenn die
Leukozytenzahlen im peripheren Blut 10.000/ul tberschritten (89, 90). Pettengell et al
und Jones et al berichteten Uber Patienten mit malignen Lymphomen, bei denen nach
einer Chemotherapie plus G-CSF Blutstammzellseparationen durchgefihrt wurden (48,
49). Hierbei konnten beide Arbeitsgruppen mit einer einzelnen Leukapherese
ausreichende CD34+ Zellen und CFU-GM sammeln, wenn die Leukozytenzahlen im
peripheren Blut mehr als 3.000/pl bzw. 8.000/ul betrugen. Die Autoren waren jedoch
nicht in der Lage zwischen der Zahl zirkulierender Leukozyten und der Dosis der
gesammelten CD34+ Zellen und CFU-GM eine signifikante Korrelation zu finden, um den
Ertrag der Leukapheresen voraussagen zu konnen. Olivieri et al fanden eine signifikante
Korrelation zwischen der Zahl der MNC des peripheren Blutes und den gesammelten
CFU-GM (150). Sie folgerten daraus, daf die einfache Bestimmung der MNC vor der
Apherese der beste pradiktive Parameter fur die Stammzellernte sei, wobei oberhalb von
1.900 MNC/ul mit einem Ertrag 35 10* CFU-GM/kg gerechnet werden konnte. Webb et
al beschriecben bei Patientinnen mit Mammacarcinom, die eine zytosta-tische
Chemotherapie und/oder G-CSF zur Mobilisation erhielten, ebenfalls eine gute

Korrelation zwischen MNC des peripheren Blutes und gewonnenen CFU-GM (151).

In der vorliegenden Analyse korrelierten die an den Apheresetagen gemessenen Zahlen
der zirkulierenden Leukozyten, MNC und CD34+ Zellen schlecht bis maRig mit
gesammelten CFU-GM/kg (r=0,31; r=0,51 und r=0,54). Leukozyten korrelierten nicht und
MNC des peripheren Blutes nur schwach mit den gewonnenen CD34+ Zellen/kg (r=0,01;

r=0,36). Dagegen ergab die Zahl der zirkulierenden CD34+ Zellen am Tag der ersten
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Leukapherese eine statistisch hoch signifikante Korrelation mit dem Ertrag der CD34+
Zellen/kg (r=0,96; p=0,000). Aufgrund der exzellenten Korrelation zwischen peripheren
und gesammelten CD34+ Zellen, 143t sich ab einer bestimmten Zahl der zirkulierenden
CD34+ Zellen der zu erwartende Ertrag der CD34+ Zellen/kg der ersten Leukapherese
voraussagen. Somit kann bei mehr als 40 CD34+ Zellen/ul mit einem Separations-
ergebnis 32,5 10° CD34+ Zellen/kg und bei mehr als 100 CD34+ Zellen/pl mit einem
Ertrag 35,0 10° CD34+ Zellen/kg gerechnet werden. Hiermit kann die Sammlung eines
hamatopoetisch suffizienten Stammezelltransplantats durch eine einzelne normalvolumige
Leukapherese (8-12 1), wobei das zwei bis dreifache Blutvolumen des Patienten
prozessiert wird, zuverlassig prognostiziert werden. Das bedeutet, dafl3 bei hohen
peripheren CD34+ Zellzahlen die Separation h&matopoetischer Stammzellen effizient
und patientenfreundlich gestaltet werden kann, weil weitere Leukapheresen eingespart
werden konnen. Diese Erkenntnisse konnten die Durchfiihrung sogenannter “large-
volume" Leukapheresen relativieren, die den Einsatz von Heparin voraussetzen und mit
einer Separationsdauer von bis zu 6 Stunden mit einer hoheren Nebenwirkungsrate
behaftet sind, jedoch von einigen Arbeitsgruppen propagiert werden (147, 152, 153). Bei
Patienten mit mafRiger Mobilisation peripherer Blutstammzellen (CD34+ Zellen <40/ul)
mussen jedoch mehrere konventionelle Leukapheresen (8-12 I) durchgefuhrt werden, um
ein hamatopoetisch suffizientes Transplantat zu erhalten. Hier konnten wir zeigen, dal3
bei 20 bis 40 CD34+ Zellen/ul mit einem Mindestertrag 31,0 10° CD34+ Zellen/kg
gerechnet werden kann. Bei peripheren CD34+ Zellzahlen <10/ul liegt jedoch das
Separationsergebnis im Median bei 0,5 10° CD34+ Zellen/kg. Daraus geht eindeutig
hervor, dal3 bei Patienten mit schlechter Blutstammzellmobilisierung median 5
Leukapheresen nétig sind, um eine Zelldosis von 2,5 10° CD34+ Zellen/kg zu erreichen.
Deshalb empfehlen wir bei diesen Patienten von einer Leukapherese abzusehen und im
Einzelfall die Entnahme von autologem Knochenmmark zu erwagen, um die Option einer

Hochdosischemotherapie zu erhalten (95, 154).

Benjamin et al untersuchten 13 Patienten mit malignen Lymphomen, die CPM und G-
CSF zur Mobilisation erhielten und fanden lediglich eine schwache Korrelation (r=0,43)
zwischen zirkulierenden und gesammelten CD34+ Zellen (155). Dieses Ergebnis

entspricht weder unseren Erfahrungen noch Berichten anderer Arbeitsgruppen. So
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berichteten Haas et al Uber eine gute Korrelation zwischen peripheren und separierten
CD34+ Zellen (r=0,8) bei 61 Patienten mit malignen Lymphomen nach einer Mobilisation
mit konventioneller Chemotherapie und G-CSF (108). Sie beschrieben erstmals einen
Schwellenwert von 50 CD34+ Zellen/ul, der fur einen Aphereseertrag von 2,5 10° CD34+
Zellen pradiktiv war. Wir selbst konnten in einer praliminaren Analyse von 60 Patienten
mit hamatologischen Erkrankungen und soliden Tumoren aufgrund einer hoch
signifikanten Korrelation zwischen zirkulierenden und gesammelten CD34+ Zellen
(r=0,94; p=0,000) ein Leukaphereseergebnis mit 32,5 10° CD34+ Zellen/kg bei hoher
Wahrscheinlichkeit voraussagen, wenn die Zahl der CD34+ Zellen im peripheren Blut
den Wert von 40/ul Gberschritt (110). Elliott et al und Papadopoulos et al berichteten
ebenfalls tGber hohe Korrelationen zwischen peripheren und separierten CD34+ Zellen
(r=0,94; r=0,73) bei Patienten mit verschiedenen Malignomen (130, 156). Elliott et al
konnten zeigen, dal3 neben der signifikanten Korrelation zwischen peripheren und
gesammelten CD34+ Zellen des Apheresetages (r=0,94), eine weitere hohe Korrelation
zwischen den zirkulierenden CD34+ Zellen des Vortages und dem Apheresergebnis
besteht (r=0,84). Mitterer et al verfolgten einen interessanten Ansatz um den Ertrag der
CD34+ Zellen zu prognostizieren (157). Sie analysierten die Stammzellmobilisations-
daten von 28 Patienten mit malignen h&matologischen Erkrankungen und entwickelten
eine mathematische Formel zur Berechnung des zu prozessierenden Blutvolumens, das
einen bestimmten Ertrag an CD34+ Zellen erwarten liel3. Es zeigte sich jedoch, daf3 bei
Leukozyten >20.000/ul und/oder CD34+ Zellen <15/ul, gemessen am Tag der Apherese,

die Formel mit einer nicht unerheblichen Fehlerquote behaftet war.

Die aktuelle Analyse legt die Schlu3folgerung nahe, dal3 die Zahl der peripheren CD34+
Zellen, gemessen am Tag der Leukapherese, den besten pradiktiven Parameter fir
gesammelte CD34+ Zellen darstellt. Aufgrund der hohen Korrelation zwischen
zirkulierenden und separierten CD34+ Zellen kann das Aphereseergebnis mit hoher
Wahrscheinlichkeit prognostiziert werden. Diese Erkenntnisse erlauben eine sichere
Bestimmung des Zeitpunkts fur die Einleitung der Leukapheresen und erméglichen die
Sammlung eines hamatopoetisch suffizienten Stammzelltransplantats durch eine einzige
konventionelle Leukapherese. Hierdurch konnten uberflissige Apheresen mit nach-

folgender Kryokonservierung und weitere G-CSF-Gaben eingespart werden. Unter
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diesen Bedingungen lieRen sich die Mobilisation und Separation peripherer Blut-
stammzellen 6konomisch gestalten, was vor allem bei den aktuell knappen Finanz-

ressourcen der offentlichen Hand winschenswert ware.

4.4. Hamatopoetische Rekonstitution nach Hochdosischemotherapie

Von 120 Patienten mit kryokonservierten hamatopoetischen Transplantaten erhielten 101
Patienten eine Hochdosischemotherapie. Insgesamt waren 96 Patienten fur die Analyse
der ha&matopoetischen Regeneration und des Posttransplantationsverlaufs nach
Retransfusion der peripheren Blutstammzellen auswertbar. Patienten mit PEI-Mobili-
sation erhielten Hochdosis-CEI (n=55), TIP-Patienten (n=22) und TI-Patienten (n=19)
Hochdosis-CET.

Es wurden im Median folgende Zelldosen transplantiert:

Patienten mit PEI-CEI: 5,8" 10° CD34+ Zellen/kg und 14,6” 10* CFU-GM/kg.
Patienten mit TIP-CET: 2,8” 10° CD34+ Zellen/kg und 15,4” 10* CFU-GM/kg.
Patienten mit TI-CET: 4,0" 10° CD34+ Zellen/kg und 19,3” 10* CFU-GM/kg.

Patienten mit PEI-CEI und TI-CET erhielten eine signifikant hohere Menge an CD34+
Zellen/kg als Patienten mit TIP-CET (p=0,002; p=0,023). Die Menge der reinfundierten
CFU-GM/kg war in allen drei Gruppen vergleichbar.

Die hamatopoetische Regeneration mit Granulozyten >500/pl, Thrombozyten >20.000/pl

wurde nach dem folgenden medianen Zeitraum erreicht:
Patienten mit PEI-CEI: 10 (8-27) bzw. 11 (7-39) Tage.
Patienten mit TIP-CET: 10 (9-20) bzw. 13 (10-202) Tage.
Patienten mit TI-CET: 9 (8-12) bzw. 12,5 (9-28) Tage.

Die Rekonstitution der Granulozyten war in den drei Patientengruppen vergleichbar.

Patienten mit PEI-CEI erreichten Thrombozyten >20.000/ul signifikant schneller als
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Patienten mit TIP-CET (p=0,001). Andere Vergleiche der Thrombozytenregeneration
zwischen den einzelnen Gruppen waren statistisch nicht signifikant. Somit konnte trotz
signifikanter Unterschiede zwischen einzelnen Patientengruppen in der Dosis der
transplantierten CD34+ Zellen lediglich ein einziger statistisch signifikanter Unterschied in
der hamatopoetischen Regeneration gefunden werden. Hierfir kdnnten folgende
Tatsachen verantwortlich sein: einerseits war die Zahl der Patienten fur einen Vergleich
der Gruppen TIP-CET und TI-CET wahrscheinlich zu klein um statistische Signifikanz zu
erreichen, andererseits durfte die Thrombopoese, im Gegensatz zur Granulopoese, im

Hinblick auf die transplantierte Dosis der CD34+ Zellen/kg der sensiblere Parameter sein.

Basierend auf eigenen praliminaren Ergebnissen und Daten anderer Arbeitsgruppen,
haben wir die hamatopoetische Rekonstitution von Patienten, die eine Zelldosis 32,5 10°
CD34+ Zellen/kg erhalten haben, mit Patienten verglichen denen weniger als 2,5 10°
CD34+ Zellen/kg retransfundiert worden waren. Im Gesamtkollektiv hatten 69 Patienten
ein Transplantat mit mehr als 2,5 10° CD34+ Zellen/kg und 27 Patienten erhielten
weniger als 2,5 10° CD34+ Zellen/kg. Patienten mit der héheren Zelldosis erreichten
Granulozyten >500/pl in einem medianen Zeitraum von 9 Tagen (7-12) verglichen mit 12
Tagen (10-27) bei Patienten mit der geringeren Zelldosis. Thrombo-zyten >20.000/ul
wurden nach 12 Tagen erreicht in der Patientengruppe mit der hoheren Zelldosis und
nach 17 Tagen (9-202) von Patienten mit der niedrigeren Zelldosis. Die Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen waren statistisch hoch signifikant (p<0,000; p<0,000).
Diese Erkenntnisse werden durch die Daten anderer Arbeitsgruppen gestitzt (108, 109,
111). Haas et al berichteten, dal3 die Rekonstitution der Hamatopoese nach
Hochdosistherapie bei 35 Patienten mit einer Zelldosis 32,5 10° CD34+ Zellen/kg
signifikant schneller erfolgte als bei 7 Patienten, die weniger als 2,5 10°® CD34+ Zellen/
kg erhalten hatten (108). Schwartzberg et al zeigten in einem heterogenen Patienten-
kollektiv (n=52), daf3 eine schnelle Rekonstitution der autologen Hamatopoese durch die
Retransfusion von mehr als 2,5 10° CD34+ Zellen/kg erreicht werden konnte (109).
Schiller et al untersuchten die Regenerationsdaten von 37 Patienten mit Plasmozytom
und stellten fest, daR eine Zelldosis >2,0" 10° CD34+ Zellen/kg zu einer signifikant
schnelleren Erholung der Granulo- und Thrombozyten fiihrte als eine Dosis <2,0” 10°
CD34+ Zellen/kg (111).
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Die Daten der hamatopoetischen Rekonstitution, die wir im Gesamtkollektiv erhoben
haben, zeigen in Ubereinstimmung mit der vorhandenen Literatur, daR bei der
Transplantation peripherer Blutstammzellen eine Schwellendosis existiert, die das
Tempo der Regeneration von Granulozyten und Thrombozyten nach Hochdosischemo-
therapie signifikant beschleunigt. Aus diesem Grunde sollte bei der Durchfiihrung einer
Blutstammzellapherese die Gewinnung eines Transplantats mit mehr als 2,5 10° CD34+

Zellen/kg angestrebt werden.

4.5. Pradiktive Faktoren fur die hamatopoetische Rekonstitution nach Hochdosis-

chemotherapie

Die univariate Analyse von Parametern mit einem maoglichen Einflul3 auf die Erholung der
Hamatopoese ergab im log rank Test lediglich flr die Gbertragenen CD34+ Zellen/kg und
CFU-GM/kg statistische Signifikanz. Alle anderen analysierten Faktoren, ins-besondere
das Patientenalter und die zytostatische Vorbehandlung, in der Multi-varianzanalyse flr
die Mobilisation und Separation peripherer Blutstammzellen von signifikantem Wert,

waren fir die Regeneration der Granulozyten und Thrombozyten ohne Bedeutung.

In der Multivarianzanalyse (Cox Regression) wurde die Menge der tUbertragenen CFU-
GM/kg, die fur die Granulo- und Thrombopoese im log rank Test signifikant war,
eliminiert. Somit verblieb die Dosis der transplantierten CD34+ Zellen/kg als einziger

Faktor mit signifikantem Einflu3 auf das Tempo der hAmatopoetischen Regeneration.

Bei der Analyse der transfundierten CD34+ Zellen/kg und der Regeneration von
Granulozyten und Thrombozyten lie3en sich im log rank Test drei Patientengruppen mit
unterschiedlicher Zelldosis diskriminieren, die auch die Grundlage fur die Multivarianz-

analyse (Cox Regression) bildeten:
1. Gruppe: <2,5” 10° CD34+ Zellen/kg (n=27)
2. Gruppe: 32,5 10°£5,0” 10° CD34+ Zellen/kg (n=33)

3. Gruppe: >5,0" 10° CD34+ Zellen/kg (n=36)
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In der Rekonstitution der Granulopoese bendétigten Patienten mit einer Zelldosis <2,5 10°
CD34+ Zellen/kg eine signifikant langere Zeit als Patienten mit 32,5 10° £5,0” 10° oder
mit >5,0" 10° CD34+ Zellen/kg: 12 (10-27) versus 10 (8-12) bzw. 9 Tage (8-12). Der
Unterschied zwischen den beiden Gruppen mit der hoheren Zelldosis war statistisch

nicht signifikant.

In der Regeneration der Thrombozyten brauchten Patienten mit einer Zelldosis <2,5" 10°
CD34+ Zellen/kg signifikant langer als Patienten mit 32,5 10°£5,0” 10° oder mit >5,0” 10°
CD34+ Zellen/kg: 17 (9-202) versus 12 (7-20) bzw. 11 Tage (7-14). Hierbei war der
Unterschied zwischen den beiden Gruppen mit der hoheren Zelldosis statistisch

signifikant.

Mitteilungen der aktuellen Literatur verweisen in Untersuchungen zur Rekonstitution der
Hamatopoese nach Hochdosischemo-/Radiotherapie auf eine signifikante Rolle der
transplantierten CFU-GM/kg und/oder CD34+ Zellen/kg. Weaver et al analysierten die
Daten der hamatopoetischen Rekonstitution bei 692 Patienten vorwiegend mit
Mammacarcinom (71%), die sich einer Hochdosischemotherapie unterzogen haben
(113). Sie konnten nach einer Multivarianzanalyse (Cox Regression) zeigen, daf3 der
einzige Parameter, der sowohl die Regeneration der Granulozyten als auch der
Thrombozyten signifikant beeinflu3te, die transfundierte Dosis der CD34+ Zellen/kg war.
Weiterhin stellten sie fest, da eine Zelldosis 35,0°10° CD34+ Zellen/kg zu einer
schnellen und sicheren Rekonstitution der Hamatopoese fiihrte, wobei oberhalb einer
Dosis von 10,0" 10° CD34+ Zellen/kg zu einer weiteren signifikanten Beschleunigung
kam. Bensinger et al untersuchten die Erholung der Hamatopoese bei 243 Patienten mit
hamatologischen Erkrankungen und soliden Tumoren nach einer Hochdosischemo-/
Radiotherapie (144). Sie konnten nach einer Multivarianzanalyse zeigen, daf} die Dosis
der transplantierten CD34+ Zellen/kg sowohl die Granulo- als auch die Thrombopoese
signifikant beeinfluRte. Hierbei regenerierten Patienten mit mehr als 2,5 10° CD34+
Zellen/kg schneller als Patienten mit weniger als 2,5 10° CD34+ Zellen/kg. Eine Zelldosis
35,0°10° CD34+ Zellen/kg fuhrte zu einer weiteren Beschleunigung der Thrombopoese,
war jedoch auf die Granulopoese ohne weiteren Effekt. Watts et al konnten bei 81
Patienten mit malignen Lymphomen eine Zelldosis groRer als 3,5 10° CD34+ Zellen/kg

als optimal definieren, um innerhalb von 14 Tagen Granulozyten >500/pl und 21 Tagen
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Thrombozyten >20.000/pl zu erreichen (145). Desweiteren empfahlen die Autoren die
Transfusion einer Mindestdosis von 1,0° 10° CD34+ Zellen/kg, um eine verzbgerte
hamatopoetische Regeneration zu vermeiden. Bensinger et al empfahlen ebenfalls die
Transplantation einer Mindestmenge von 1,0 10° CD34+ Zellen/kg (133). Pérez-Simon
et al untersuchten die Hamatopoese nach Hochdosis-chemotherapie bei Patienten mit
Mammacarcinom und héamatologischen Malignomen (n=71) und beschrieben die
Transfusion von mehr als 0,75 10° CD34+ Zellen/kg als ausreichend (158). Es bleibt
jedoch zu bemerken, dal3 bei einigen Patienten mit einer transplantierten Menge
<2,0" 10° CD34+ Zellen/kg die Regenerationszeit der Thrombo-zyten (>20.000/ul) mit bis
zu 45 Tagen recht lang war. In unserem Patientenkollektiv muf3te nach Transplantation
einer Zelldosis <2,5" 10° CD34+ Zellen/kg mit einer bis zu 6 Wochen dauernden
Regeneration der Thrombozyten gerechnet werden. Wir sind deshalb der Meinung, daf3
nach einer Hochdosischemotherapie die Transfusion einer Zelldosis 32,5 10° CD34+
Zellen/kg angestrebt werden sollte, um eine verzdgerte hdmatopoetische Rekonstitution
zu vermeiden und damit das Transplantationsrisiko flr den Patienten zu minimieren.
Ketterer et al identifizierten in einer Multivarianzanalyse bei 153 Patienten mit
lymphoproliferativen Erkrankungen lediglich die Menge der transplantierten CD34+
Zellen/kg als signifikant pradiktiv fur die hamatopoetische Regeneration (159). Die
Transfusion von weniger als 2,5 10° CD34+ Zellen/kg war mit einer verzdgerten
Rekonstitution der Granulo- und Thrombozyten assoziiert. Des-weiteren konnten die
Autoren eine Gruppe von Patienten identifizieren, die eine hohe Zelldosis mit mehr als
15,0" 10° CD34+ Zellen/kg erhalten hatten, wodurch die Erholung der Hamatopoese im
Vergleich zu Patienten mit einer Dosis >2,5 10°£15° 10° CD34+ Zellen/kg signifikant
beschleunigt wurde. Diese hohe Zelldosis hatten jedoch nur 24% der Patienten durch
drei Leukapheresen (1-6) erreicht. Wir sind der Meinung, dal3 eine Zelldosis >15" 10°
CD34+ Zellen/kg von vielen Patienten nicht erreicht wird, schon gar nicht durch eine
einzelne Apherese, wodurch die klinische Praktikabilitat auf wenige Falle beschrankt
bleibt. In unseren Untersuchungen erreichten lediglich 13% der Patienten mehr als
15,0" 10° CD34+ Zellen/kg.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dal3 ein autologes Blutstammzelltrans-

plantat mit mehr als 2,5 10° CD34+ Zellen/kg fur die Durchfihrung einer Hoch-
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dosischemotherapie ausreichend ist, um nach tiefer Myelosuppression eine schnelle
Rekonstitution der Granulozyten und Thrombozyten zu bewirken. Die Transplantation
einer Zelldosis 35,0" 10° CD34+ Zellen/kg fiihrt lediglich zu einer weiteren marginalen

Beschleunigung der Thrombopoese.

4.6. Supportivtherapie nach Hochdosischemotherapie und Transplantation auto-

loger Blutstammzellen

Die Parameter der Supportivtherapie wurden in den drei Gruppen miteinander
verglichen, deren Einteilung nach der transplantierten Dosis der CD34+ Zellen/kg
erfolgte, dem einzigen Faktor mit signifikantem Einflu auf die hamatopoetische
Rekonstitution nach Hochdosischemotherapie. Die Analyse ergab, dafl} Patienten mit
mehr als als 5,0 10° CD34+ Zellen/kg signifikant weniger Erythrozyten- und Thrombo-
zytenkonzentrate, weniger Fieber- und Antibiotika- und Krankenhaustage aufwiesen als
Patienten mit einer Zelldosis <2,5" 10° CD34+ Zellen/kg. Der Vergleich der Patienten mit
der mittleren Zelldosis 32,5 10°£5,0" 10° CD34+ Zellen/kg hatten signifikant weniger
Blutprodukte (Erythrozyten-/Thrombozytenkonzentrate) und einen kirzeren Kranken-
hausaufenthalt als Patienten mit weniger als 2,5 10° CD34+ Zellen/kg. Der Vergleich
zwischen Patienten mit der hohen Zelldosis und Patienten mit der mittleren Zelldosis
ergab lediglich bei Antibiotika- und Krankenhaustagen einen leicht signifikanten Vortell

fur die Gruppe mit der hohen Zelldosis.

Im Gegensatz zu Rekonstitution der Hamatopoese nach Hochdosistherapie, die in den
meisten Mitteilungen ausfuhrlich abgehandelt wird, existieren derzeit in der Literatur
wenige Publikationen Uber die Analyse anderer Parameter des klinischen Verlaufs nach
Transplantation von autologen peripheren Blutstammzellen. So konnten Papadopoulos
et al keinen signifikanten Unterschied feststellen hinsichtlich der Transfusionshaufigkeit
und des Krankenhausaufenthalts zwischen Patientinnen mit Mammacarcinom und einer
Dosis >2,5"10° CD34+ Zellen/kg und Patientinnen, die 31,0 10°£2,5"10° CD34+
Zellen/kg erhalten hatten, wobei die Patientenzahl mit 34 recht klein war (155). Remes et

al untersuchten 35 Patienten mit vorwiegend hamatologischen Erkrankungen, die eine
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Hochdosischemotherapie erhielten, und fanden bei Patienten mit mehr als 4,0 10°
CD34+ Zellen/kg eine signifikant geringere Transfusionshaufigkeit mit Thrombozyten-
konzentraten als bei Patienten mit weniger als 4,0 10° CD34+ Zellen/kg (160). Die Zahl
der Erythrozytenkonzentrate und der Krankenhaustage war jedoch in beiden Patienten-
gruppen vergleichbar. Schiller et al fanden signifikant weniger Transfusionen in einem
Kollektiv von Patienten mit Plasmozytom, wenn die Patienten mit mehr als 2,0 10°
CD34+ Zellen/kg transplantiert wurden (111). Haas et al untersuchten die Mobilisation
peripherer Blutstammzellen bei 61 Patienten mit malignen Lymphomen, von denen 42
Patienten eine Hochdosistherapie erhielten (108). Patienten mit mehr als 2,5 10° CD34+
Zellen/kg hatten weniger Tage mit antibiotischer Therapie, eine geringere Zahl von
Thrombozytentransfusionen und einen kirzeren Krankenhausaufenthalt als Patienten mit
weniger als 2,5 10° CD34+ Zellen/kg. Zimmerman et al berichteten bei 21 Patientinnen
mit Mammacarcinom Uber signifikant weniger Antibiotikatage und Thrombo-
zytentransfusionen sowie eine kirzere Hospitalisation nach Hochdosischemotherapie,
wenn die transfundierte Zelldosis mehr als 0,75 10° CD34+ Zellen/kg betrug (161).
Ketterer et al untersuchten 168 Blutstammzelltransplantationen bei 153 Patienten mit
lymphoproliferativen Erkrankungen (159). Sie fanden bei Patienten mit >2,5" 10°
<15,0" 10° CD34+ Zellen/kg (n=105) weniger Therapietage mit Antibiotika und Thrombo-
zyten und einen kirzeren Krankenhausaufenthalt als bei Patienten mit einer geringeren
Zelldosis (n=22). Die Analyse ergab bei Patienten mit mehr als 15,0 10° CD34+ Zellen/
kg (n=41) eine weitere signifikante Abnahme der Thrombozytentransfusionen und des
Krankenhausaufenthalts im Vergleich zu Patienten, die Transplantate mit einer Zelldosis
>2,5"10°<15,0” 10° CD34+ Zellen/kg erhalten hatten. Diese Unterschiede waren, obwohl
statistisch signifikant, lediglich geringfiigig: Patienten mit der hohen Zelldosis erhielten im
Median ein Thrombozytenkonzentrat weniger wahrend eines um einen Tag kirzeren
Krankenhausaufenthalts. Man sollte jedoch bedenken, dal3 eine Transplantation mit der
Zelldosis von mehr als 15,0 10° CD34+ Zellen/kg auf 24% der Félle beschrénkt blieb. Ob
diese marginale Verbesserung in der Supportivtherapie klinischen Nutzen erlangen wird,

mufd weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben.

In unserem Kollektiv bendétigten Patienten mit weniger als 2,5 10° CD34+ Zellen/kg eine

intensivere Supportivtherapie nach Hochdosischemotherapie als Patienten mit einer
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héheren Zelldosis. Ein Transplantat mit mehr als 5,0 10° CD34+ Zellen/kg bewirkte
lediglich eine marginale Verkirzung der Antibiotikatherapie und des stationaren Aufent-

halts im Vergleich zu Patienten mit einer Dosis 3 2,5" 10°£5,0” 10° CD34+ Zellen/kg.

4.7. SchluR3folgerung

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal3 die Mobilisation und Separation
peripherer Blutstammzellen bei Patienten mit malignen Keimzelltumoren durch das Alter,
die zytostatische Vorbehandlung und die Mobilisationschemotherapie signifikant
beeinflul3t wird. Oberhalb eines Schwellenwerts der zirkulierenden CD34+ Zellen kann
das Ergebnis einer Leukapherese zuverlassig prognostiziert werden. Der einzige
signifikant pradiktive Parameter fur die hamatopoetische Rekonstitution nach Hochdosis-
chemotherapie ist die Dosis der transplantierten CD34+ Zellen/kg. Nach Transplantation
von mehr als 2,5 10° CD34+ Zellen/kg kann mit einem weitgehend komplikationsarmen

Verlauf und einer routinemafdigen Supportivtherapie gerechnet werden.
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5. Zusammenfassung

Wir untersuchten die Mobilisation und Separation peripherer Blutstammzellen nach einer
"salvage" Chemotherapie bei 120 Patienten mit rezidivierten und/oder refraktaren
malignen Keimzelltumoren. Sechsundneunzig Patienten erhielten eine Hochdosis-
chemotherapie mit Retransfusion autologer Blutstammzellen und waren fiir die Analyse

der hamatopoetischen Rekonstitution und der Supportivtherapie auswertbar.

Im ersten Teil der Arbeit konnten wir durch die Multivarianzanalyse (multiple lineare
Regression) das Alter, die chemoterapeutische Vorbehandlung und die Mobilisierungs-
chemotherapie als unabhéngige Faktoren definieren, die die Mobilisation und Separation
von Blutstammzellen signifikant beeinfluten. So waren ein Patientenalter bis 30 Jahre,
eine Chemotherapie mit bis zu 6 Zyklen und Mobilisierung mit PEI oder TI mit einer
signifikant hoheren Mobilisation und Separation peripherer Blutstammzellen assoziiert.
Der beste préadiktive Parameter fur das Ergebnis einer Leukapherese war die am
Apheresetag gemessene Zahl der peripheren CD34+ Zellen/ul. Somit konnten oberhalb
einer Zellzahl von 40 bzw. 100 CD34+ Zellen/ul Separationsergebnisse mit mehr als

2,5 10° oder 5,0" 10° CD34+ Zellen/kg zuverlassig vorausgesagt werden.

Im zweiten Teil der vorliegenden Untersuchung liel3 sich mit Hilfe der Multivarianz-
analyse (Cox Regression) die transplantierte Dosis der CD34+ Zellen/kg als einziger
unabhangiger Parameter definieren, der fir die Regeneration der Granulo- und
Thrombopoese von signifikantem Wert war. Anhand der transfundierten Zelldosis
konnten drei Gruppen definiert werden: Patienten mit <2,5" 10°, 32,5" 10°£5,0" 10° und
>5,0° 10° CD34+ Zellen/kg. Bei einer Zelldosis <2,5 10° CD34+ Zellen/kg war das
Tempo der hdmatopoetischen Regeneration im Vergleich zu beiden anderen Gruppen
signifikant verlangsamt. Die Transplantation von mehr als 5,0 10° CD34+ Zellen/kg
erbrachte gegeniiber Patienten mit 32,5 10°£5,0" 10° CD34+ Zellen/kg eine weitere

Beschleunigung der Thrombopoese um einen Tag.

Patienten, die weniger als 2,5 10° CD34+ Zellen/kg erhielten, hatten einen signifikant
langeren Krankenhausaufenthalt und eine intensivere Supportivtherapie, ausgedrickt in

Antibiotikatherapietagen und Transfusionen mit Erythrozyten- und Thrombozytenkonzen-
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traten, als Patienten mit einer héheren Zelldosis. Durch die Transplantation von mehr als
5,0 10° CD34+ Zellen/kg konnten gegentber Patienten mit 32,5 10°£5,0" 10° CD34+
Zellen/kg lediglich die antibiotische Therapie und der Krankenhausaufenthalt geringfligig

verkirzt werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen ermoglichen eine individuelle
Beurteilung der Fahigkeit eines Patienten hamatopoetische Stammzellen aus dem
Knochenmark ins periphere Blut zu mobilisieren. Die zuverlassige Voraussage des
Aphereseertrages kann wesentlich dazu beitragen die Einleitung der ersten
Leukapherese sicher zu bestimmen und mdgliche ineffektive Separationen zu
vermeiden. Die Ubertragung eines hamatopoetisch suffizienten Transplantats mit
schneller Regeneration der Blutbildung reduziert das transplantationsassoziierte Risiko
fur den Patienten in der Akutphase nach Hochdosischemotherapie, senkt die Kosten der
Supportivtherapie und verkirzt den Krankenhausaufenthalt. Da jedoch oberhalb einer
bestimmten Transplantatdosis weder eine wesentliche Beschleunigung der hamato-
poetischen Rekonstitution noch eine deutliche Minderung der supportivtherapeutischen
MalRnahmen zu erwarten sind, konnten Uberflissige Apheresen und damit verbundene

kostspielige G-CSF Applikationen eingespart werden.

Durch diese Erkenntnisse durfte die Durchfihrung der Mobilisation, Separation und
Transplantation von autologen Blutstammzellen bei Patienten mit rezidivierten und/oder
refraktdren Keimzelltumoren in einem 6konomisch verninftigen Rahmen und einer fur

die Patienten sicheren Behandlungsstrategie gestaltet werden.
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