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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Tumoren stellen mit etwa 25% nach den Herzkreidauferkrankungen die zweithaufigste
Todesursache in der Bundesrepublik Deutschland dar [2]. Neben fortgeschrittenen
soliden Tumoren, bel denen durch eine Operation nicht mehr die gesamte Tumormasse
entfernt werden kann, ergibt sich bei sogenannten systemischen Neoplasien, z.B. malignen
Lymphomen und Leukamien, bel denen eine chirurgische Intervention per se nicht moglich
ist, die Notwendigkeit einer systemischen Chemotherapie.

Die Erfolgschancen der Chemotherapie sind abhangig von der mdglichen ,Doss
intensitét”, d.h. der Menge der applizierbaren Zytostatika innerhalb eines vorgegebenen
zeitlichen Rahmens. Bel vielen in der Tumortherapie eingesetzten Zytostatika limitiert die
Knochenmarktoxizitét jedoch die Dosisintensitét. Die Dosisintensitét und damit die
Heilungschance kann unter bestimmten Voraussetzungen durch eine myeloablative
Hochdosis-Chemotherapie (= ,Konditionierung®) mit anschlieffender autologer

Stammzelltransplantation bel bestimmten Tumorerkrankungen gesteigert werden.

1.1 Historische Ubersicht

Schon im Jahre 1863 vertrat der Konigsberger Pathologe Ernst Neumann die Ansicht, dal3
ein Tel der im roten Knochenmark vorhandenen Lymphozyten eine Ubergangsform zu
roten kernhaltigen Blutkorperchen darstellen, aus denen sich spéter durch Abgabe des
Zellkerns die eigentlichen roten Blutzellen entwickeln [65]. Diese Ansicht war jedoch
nicht unumstritten: Sie bedeutete, dald damit das Knochenmark zu den blutbildenden
Organen zéhlt, was zu damaliger Zeit nur fur Milz und embryonales Gewebe vermutet
wurde.

Wie empfindlich das blutbildende System gegenlber ionisierender Strahlung ist, wurde

besonders zu Beginn des Nuklearzeitalters nach Ende des zweiten Weltkrieges
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interessant, so dal3 man begann, sich fur mogliche Strahlenfolgen zu interessieren.
Jacobson et a. stellten fest, dal3 ganzkorperbestrahlte Méuse eine schwere Anamie,
Leukozytopenie und Thrombozytopenie entwickeln, und dal3 man diese Méause vor einer
schweren Andmie schiitzen kann, indem alein die Milz vor der Strahlung abgeschirmt
wird [38].

In weiteren Studien wurde belegt, dal? Zellen aus dem Knochenmark im peripheren Blut
zirkulieren konnen und dazu in der Lage sind, andere Bereiche des Knochenmarks zu
besiedeln. Der im Jahre 1990 spéter fur diese Pionierversuche mit dem Nobelpreis
geehrte D. Thomas und Kollegen versuchten, durch Injektion von hdmatopoetischen
Knochenmarkzellen die Folgen der Knochenmarkaplase nach Bestrahlung und
Chemotherapie zu vermindern. Verwendet wurde dazu Knochenmark von eneiigen
Zwillingen sowie zuvor kollektioniertes autologes Knochenmark, das bis zu seiner
Verwendung kryokonserviert wurde [87].

Etwa zur gleichen Zeit gelang es Merwin et d., das Leben von Méausen, die eine sonst
todliche Bestrahlungsdosis erhalten hatten, durch die Transfusion leukdmischen Blutes zu
verlangern. Dabei wurde nachgewiesen, dal3 anschlieffend die meisten Zellen der
Lymphknoten und des Knochenmarks der so behandelten Méause aus dem transfundierten
leukamischen Blut stammten [60]. Ahnliche Versuche mit Transfusionen von
nichtleukamischen Leukozyten aus dem peripheren Blut von gesunden Mausen in andere,
ganzkorperbestrahlte Méause fihrten zu der Erkenntnis, dal3 transplantierte L eukozyten zur

Proliferation in Milz, Knochenmark und Lymphknoten beféhigt sind [35].
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Im Jahre 1971 gelang es Chervenick et d., in vitro aus Leukozyten des peripheren Blutes
gesunder Menschen Zellkolonien zu erzeugen, in denen Eosinophile, Neutrophile,
Monozyten und Makrophagen nachweisbar waren [21]. Insbesondere ist die
mononukledre Zellfraktion fur die Regeneration des Blutes wichtig. Dies war bis dato nur
fur Knochenmark- und Milzzellen von Tieren sowie fur menschliche Knochenmarkzellen
bekannt. Damit wurde die Existenz von Stammzellen des hamatopoetischen Systems im

peripheren Blut des Menschen nachgewiesen, wenn auch in deutlich geringerer Anzahl as

Tabelle 1-1
Meilensteine auf dem Weg zur Blutstammzelltransplantation, vgl. auch [57]

1863 | Beobachtung tber den Ubergang von Lymphozyten zu Erythrozyten-Vorldufer-
zellen [65]

1949 | Abschirmen der Milz schitzt Nagetiere vor schwerer Anamie nach Bestrahlung
[38]

1958 | Autologe KMT beim Menschen [42]

1959 | Syngene KM T beim Menschen [87]

1959 | PBSCT bei bestrahlten Nagetieren [60]

1961 | Hinweise auf Stammzellen im Blut von M&usen entdeckt [35]

1971 | Identifizierung von klonogenen Stammzellen in humanem peripheren Blut [21]
1976 | Erhéhung der CFU-C Konzentration im Blut nach Chemotherapie [ 70]

1979 | Autologe PBSCT im Tierversuch am Hund studiert [29]

1979 | Autologe PBSCT bei CML des Menschen [32]

1980 | Syngene PBSCT beim Menschen [5]

1984 | CD34-Antigen identifiziert [22]

1985 | Erfolgreiche autologe PBSCT [69]

1988 | GM-CSF erhoht die Stammzellkonzentration nach Chemotherapie weiter [83]

im Knochenmark. In weiteren Studien zeigte sich, dal3 die Konzentration von Stammzellen
im peripheren Blut kurz nach einer Chemotherapie deutlich erhoht war [70]. Abrams und
Kollegen postulierten bereits damals, dal3 durch ene zetlich gut abgestimmte

Kollektionierung nach Chemotherapie gentigend mononukledre Zellen aus dem peripheren
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Blut eines Patienten gesammelt werden kénnten, um die Rekonstitution des Knochenmarks
nach myeloablativer Chemo- oder Radiotherapie nachhaltig zu beschleunigen [6].

Fliedner und Kollegen belegten schliefdich 1979 im Tierversuch an Hunden die
erfolgreiche hdmatologische Redtitution nach Leukapherese aus dem peripheren Blut,
Kryokonservierung mit Zugabe von Dimethylsulfoxid (DMSO) als Gefrierschutz und
anschlief3ender Transplantation [29].

Die im Tierversuch vielversprechenden Methoden wurden daraufhin bei verschiedenen
malignen Erkrankungen des Menschen erprobt. Goldman vertffentlichte im gleichen Jahr,
dal’ die Transplantation von Stammzellen aus dem peripheren Blut auch beim Menschen
die héamatopoetische Rekongtitution nach Chemotherapie beschleunigen kann und bei
myel oablativer Chemotherapie diese sogar erst ermoglicht [32].

Besondere Bedeutung wurde der Menge der kollektionierten und transplantierten
Stammzellen belgemessen, zeigte sich doch eine Abhéngigkeit der Geschwindigkeit und
Vollstandigkeit der hamatopoetischen Rekonstitution von der transplantierten Zellzahl
[29]. Die Progenitorzellen des hdmatopoetischen Systems sind morphologisch nicht
eindeutig as solche identifizierbar, zur Messung ihrer Konzentration muf3ten also andere
Verfahren herangezogen werden. Dazu wurde zuné&chst in sogenannten Cloning-Assays die
Fahigkeit dieser Zellen ausgenutzt, in vitro proliferieren und in Weichagar Kolonien
bilden zu kénnen, die dann mikroskopisch ausgezahlt werden konnten. Einen grofien
Fortschritt brachte 1984 die Entdeckung und Beschreibung des Oberflachenantigens
CD34 durch Civin et a., welches die frihen Vorlauferzellen des hdmatopoetischen
Systems kennzeichnet [22]. In Verbindung mit der Entwicklung der monoklonalen
Antikorpertechnologie war es nun sehr schnell mdglich, hamatopoetische Progenitor-
zellen zu quantifizieren. AulRerdem konnten nun verschiedene Methoden entwickelt

werden, CD34 positive Zellen aus Kollektaten zu selektionieren und anzureichern [15].
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1.2 Verfahren der Transplantation hAmatopoetischer Stammzellen
Hamatopoetische Stammzellen (Definition siehe Abschnitt 1.3.1) konnen aus ver-

schiedenen Quellen gewonnen werden:

1.2.1 Knochenmarktransplantation

In der Regel erfolgt die Entnahme von Knochenmark in Vollnarkose oder Spinal-
anasthesie aus dem Beckenkamm. Bel dem etwa ein bis zwei Stunden dauernden Vorgang
werden durch multiple Punktionen insgesamt etwa 1000ml Knochenmark vermischt mit
Blut entnommen. Anschlieffend missen noch mehrere Reinigungsschritte durchgefihrt
werden, um durch Zentrifugation und Filtration die hdmatopoetischen Zellen insbesondere
von Fettmark und Gerinnsaln zu trennen.

Die Transplantation der Stammzellen erfolgt durch intravendse Transfusion Uber einen
zentralen Venenkatheter. Die Stammzellen siedeln sich dann selbstandig im Knochenmark

an und nehmen die Blutbildungsfunktion auf.

1.2.2 Transplantation peripherer Blutstammzellen

Einige der Stammzellen des hamatopoetischen Systems zirkulieren im Blut. Durch
Zytokinstimulation kann die Konzentration hamatopoetischer Vorlauferzellen im Blut so
stark angehoben werden, dal3 durch Kollektionierung aus dem Blut eine genligend grol3e
Anzahl hdmatopoetischer Stammzellen fir die Transplantation (engl: peripheral blood
stem-cell transplantation, PBSCT) gewonnen werden kann (vgl. auch Abschnitt 1.3.4).
Dazu werden Uber einen doppellumigen zentralen Venenkatheter oder Uber zwel
periphere Zugange mittels Zellseparators mononukledre Zellen aus dem Blut des Patienten

zentrifugiert und angereichert.
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1.2.3 Transplantation von Zellen aus Nabelschnurblut

Nach postpartaler Durchtrennung der Nabel schnur befinden sich noch ca. 100-150ml Blut
in den Gefdl3en der Nabelschnur und der Plazenta, die ohne Risiko fur Mutter und Kind
verwendet werden kénnen. Gluckman et a. haben gezeigt, dal sich etwa 15x10® mono-
nukledre Zellen mit einem hohen Antell an hdmatopoetischen Stammzellen darin befinden
[31]. Diese Zahl wird as ausreichend angesehen, die Hamatopoese nach ener
Hochdosis-Chemotherapie bei einem Kind wiederherzustellen. Laughlin et a. konnten an
68 Patienten zeigen, dal3 die Transplantation von Zellen aus Nabelschnurblut auch bel
Erwachsenen dazu in der Lage ist, die Blutbildung nach myeloablativer Chemotherapie
oder Bestrahlung wiederherzustellen und mit einer akzeptablen Rate des Auftretens einer

Graft-versus-Host-Reaktion verbunden ist [45].

1.2.4 Unterschiede von autologer und allogener Blutstammzell-

transplantation

Stammen die transplantierten Zellen von dem Patienten selbst, so spricht man von
autologer Transplantation.

Eine wetere Mdglichkeit ist die Verwendung von Stammzellen eines ,gesunden*
Spenders. Hier spricht man von allogener Transplantation. Da Spender und Empfanger
aulBer bel eindigen Zwillingen (syngene Transplantation) jedoch genetisch nicht
identisch sind, kommt es zu Abstol3ungsreaktionen. Verbliebene Immunzellen des
Empfangers greifen dann das Transplantat an (sog. Host-versus-Graft Reaktion, HVG) und
fihren evtl. sogar zu einer Abstofl3ung. Aus diesem Grund ist nach der Transplantation

eine Immunsuppression des Empfangers notwendig.
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Abbildung 1-1
Ablauf autologer und allogener Stammzelltransplantation

Autolog I——sStammzelltransplantation —1
Stammzell-
Kollektionierung Konditionierung Stammzell- Hamatopoetische
Chx 2.3 Tage Chx +/- \/* ruckgabe Rekonstitution
VV
10 Tage 5-7 Tage 10-12 Tage
Allogen
— Stammzelltransplantation —
Stammzell- _
Kollektionierung Konditionierung Stammzell- Hamatopoetische
2-3+I'age Ch)i +/ el/‘L rac gabe Rekonstitution Immunsup[aressmn
vy vy

= /@_.

5-7 Tage 19-21 Tage ca. 1 Jahr
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Bei der Graft-versus-Host Reaktion (GvH) werden Gewebe des Empangers durch die im
Transplantat enthatenen immunkompetenten Zellen des Spenders angegriffen. Zielorgane
der akuten GvH-Reaktion sind vor alem Haut, Leber und der Gastrointestinaltrakt. Im
Bereich der Haut manifestiert sich die GvHD (Graft-versus-Host Disease) mit
Exanthemen bis zur schmerzhaften generaisierten Erythrodermie mit Exfoliation. Die
Leberbeteiligung auRert sich vor adlem in einem cholestatischen lkterus mit
Bilirubinerhohung. Die Beteiligung des Gastrointestinaltraktes kann zu Durchféllen mit
starken Flussigkeitsverlusten fihren.

Fur das Auftreten ener akuten GvH-Reaktion sind vor alem T-Lymphozyten des
Spenders im Transplantat verantwortlich. Durch die Reduktion des T-Zell-Gehaltes des
Transplantats (z.B. durch immunol ogische Separationsverfahren) 183 sich die akute GvH-
Reaktion weitgehend vermeiden, alerdings fuhrt die Unterdriickung der GvH-Reaktion zu
einem erhdhten Risko fur das Wiederauftreten der leukdmischen Erkrankung nach der
Transplantation. Man spricht in diesem Zusammenhang auch vom Graft-versus-leukemia

Effekt.

1.2.5 Mini-Transplantation

Der Graft-versus-leukemia Effekt kann auch therapeutisch genutzt werden: Bel der as
»Mini-Transplantation® bezeichneten Methode werden allogene hamatopoetische
Stammzellen ohne vorherige myel oablative Hochdosis-Chemotherapie transplantiert. Der
antineoplastische Effekt beruht hierbei in erster Linie nicht auf einer Tumorzellreduktion
durch die vorangehende Chemotherapie, sondern auf einer immunologischen Reaktion
immunkompetenter Zellen des Spenders, die die Tumorzellen as ,, fremd” erkennen (vgl.

auch Abschnitt 3.2).
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1.3 Grundlagen der Transplantation hAmatopoetischer Stammzellen

1.3.1 Die hamatopoetische Stammzelle

Abbildung 1-2
Vorlauferzelle des hamatopoetischen Systems
(Elektronenmikroskopie) [98]

Die Stammzelle des blutbildenden Systems (engl: ,, haematopoietic stem cell”, HSC) wird
as primitive Zelle charakterisiert, die die Fahigkeit zur Selbsterneuerung besitzt. Diese
wird durch asynchrone Teilungen erreicht, bel der die eine Tochterzelle als Stammzelle
verbleibt, wahrend sich die andere in eine Vorlauferzelle (engl: , haematopoietic
progenitor cell*, HPC) einer oder mehrerer Zellinien differenziert. V oraussetzung hierfir
ist ein geeignetes , Microenvironment” aus Stromazellen, das sich typischerweise im
gesunden menschlichen Knochenmark findet. Durch wetere Telungss und
Differenzierungsschritte entstehen dann die verschiedenen ausdifferenzierten Blutzellen,

die zu keiner weiteren Tellung mehr befdhigt sind. Eine rein morphologische



1 Einleitung 10

Identifikation der Stammzellen ist nicht moglich. Inzwischen sind jedoch eine Anzahl
immunzytochemischer Merkmale gefunden worden, die zur Identifikation herangezogen
werden konnen: CD34°, CD38, CD33, Thy-1, lin. Mit lin ist das Fehlen weiterer
Antigene bezeichnet, die bel welterer Determination der Zellen typisch sind [68]. Ein
weiteres Merkmal von HPC ist der c-kit-Rezeptor. Andrews et a. zeigten, dal’ eine
Stimulation mit rekombinantem humanen stem-cell-factor (SCF), dem Liganden des c-kit-
Rezeptors, bei Pavianen die Zahl der im Blut zirkulierenden hdmatopoetischen V orl &ufer-

zellen erhoht [8].

1.3.2 Das CD34-Antigen

Im Jahre 1984 wurde von Civin et a. ein Oberflachenantigen - heute als CD34-Antigen
bekannt - gefunden, das unreife Vorlauferzellen des hamatopoetischen Systems kenn-
zeichnet [22]. Beim CD34-Antigen handelt es sich um ein glykosiliertes Transmembran-
protein aus 385 Aminosauren. Das codierende Gen befindet sich auf dem langen Arm des
Chromosoms 1 (1g32). Obwohl die genaue Funktion des Proteins bislang noch unbekannt
ist, gibt es Hinweise auf einen Zusammenhang mit der Zelladh&sion und der Regulation
der Hamatopoese [ 34, 41]. Bel gesunden Probanden finden sich unter den mononuklegren
Z€ellen des Knochenmarks 1-4% CD34-Antigen exprimierende Zellen. Im peripheren Blut
finden sich vergleichsweise weniger als 0,5% [22, 41]. Die Population von CD34"-
Zdllen des Knochenmarks enthdt in einem hohen Mal%e Zdllen, die morphologisch Blasten
dhnein [41]. Neben den Vorlauferzellen der Hamatopoese tragen noch weltere
Zellpopulationen das CD34-Antigen, so z.B. Kapillarendothelzellen [41]. Die Funktion

ist aber ebenfalls noch nicht vollstandig geklart.
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Abbildung 1-3
Das CD34-Antigen [11]

Molecular weights
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SDS-PAGE
reduced 90—120 kDa
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s ‘
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Das CD34-Antigen gilt as Kennzeichen der hdmatopoetischen Stammzelle. Fluoreszenz-
markierte AntikOrper gegen das CD34-Antigen werden dazu benutzt, in Kollektaten den
Stammzellgehalt zu bestimmen, und mit Hilfe des CD34-Antigens kdnnen Stammzellen
aus den Kollektaten angereichert werden (vgl. auch Abschnitt 2.5). Seit einiger Zeit
mehren sich allerdings die Hinweise darauf, dal3 nicht alle primitiven Stammzellen das
CD34-Antigen exprimieren [34]. Sato et a. beschrieben, dal? ein Grofell der Stamm-
zellen, die fur die dauerhafte Rekonstitution der Hamatopoese bel Mausen verantwortlich
sind, CD34 snd. Aus den weiteren Ergebnissen der von ihnen durchgefiihrten
Experimente folgerten Sie, dal3 die Expression des CD34-Antigens den reversiblen

Aktivierungszustand hdmatopoeti scher Stammzellen wiederspiegelt [78].
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1.3.3 Hamatopoese

Aus den noch omnipotenten hamatopoetischen Stammzellen gehen pluripotente Vorlaufer-
zellen hervor, die sich entweder in Richtung Granulopoese oder Lymphopoese ent-
wickeln. Als primitive Vorlauferzelle der gesamten Myelopoese gilt die CFU-GEMM
(colony-forming-unit fir Granulozyten, Erythrozyten, Monozyten und Megakaryozyten).
Die Proliferation der Vorlauferzellen wird durch Zytokine gesteuert, die von
Fibroblasten, Endothelzellen, aber auch von hdmatopoetischen Zellen selbst produziert
werden. Besonders zu nennen sind in diesem Zusammenhang die Wachstumsfaktoren SCF

(stem cell factor), G-CSF (colony-stimulating-factor fir Granulozyten) und GM-CSF

Abbildung 1-4
Stammbaumschema der Hamatopoese (vereinfacht)
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— @ =
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(colony-stimulating-factor fir Granulozyten und Monozyten). Kommerzidl as
rekombinante Zytokine verfligbar snd G-CSF und GM-CSF, in eingeschrénktem Umfang
auch SCF. Sie werden zur Optimierung der Kollektionierung und zur Beschleunigung der
Rekonstitution der Leukozytenwerte nach der Chemotherapie eingesetzt.
Durch weitere Zedllteilungs- und Differenzierungsschritte entwickeln sich UGber die
verschiedenen Vorlauferzellen der einzelnen Zellinien die reifen Zellen des Knochen-
marks und schliefdich des Blutes. Die Bildung der B- und T-Lymphozyten erfolgt eben-
falls Uber gemeinsame Vorlauferzellen. Als Vorlauferzellen des hématopoetischen
Systems im Knochenmark sind zu nennen:

burst-forming-unit fur Erythrozyten = BFU-E

colony-forming-unit ftr neutrophile Granulozyten und Makrophagen = CFU-GM

colony-forming-unit fir eosinophile Granulozyten = CFU-Eo

colony-forming-unit fir basophile Granulozyten = CFU-Bas

colony-forming-unit fir Megakaryozyten = CFU-Mega

1.3.4 Gewinnung von Blutstammzellen

Eine Transplantation von mindestens 2-2,5x10° CD34"-Zellen pro kg K érpergewicht fiihrt
zu ener vollstandigen und dauerhaften Rekonstitution der Hamatopoese [94]. Die
Gewinnung der fir eine Transplantation bendtigten Anzahl von Stammzellen ist durch
eine direkte Entnahme von Knochenmark - z.B. aus dem Beckenkamm - mdglich. Fir

diesen Eingriff ist jedoch eine Vollnarkose notwendig.

Als Alternative bietet sich eine Kollektionierung von Stammzellen aus dem
zirkulierenden Blut des Patienten an. Wahrend im Knochenmark etwa 1-4% der mono-

nukledren Zellen das CD34-Antigen exprimieren [22], finden sich im Blut normalerweise
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nur wenige Vorlauferzellen des hamatopoetischen Systems. Die Anzahl der CFU-GM

betragt laut Socinski et. a im Median 50-100/ml, die Anzahl der BFU-E 150/ml [83].

1.3.4.1 Stimulation der Ausschwemmung von Blutstammzellen

Schon seit 1976 ist bekannt, dal3 die Anzahl der im Blut zirkulierenden Vorlauferzellen
des hdmatopoetischen Systems nach der Behandlung eines Patienten durch Chemotherapie
vorubergehend stark ansteigt [70]. Durch die Gabe von G-CSF erreichten Socinski et al.
eine Steigerung der im peripheren Blut nachweisbaren CFU-GM auf das 18fache und der
BFU-E auf das 8fache. Durch die Gabe von G-CSF im Anschlul3 an eine zytotoxische
Chemotherapie ereichte die Zahl im Blut nachweisbarer CFU-GM das 60fache des
Ausgangswertes [83].

In den letzten Jahren hat sich die CD34-Messung zur Quantifizierung des Stammzell-
gehaltes gegeniiber Cloning-Assays nicht nur wegen der rascheren Verfiigbarkeit, sondern

auch wegen einer deutlich htheren Reproduzierbarkeit durchgesetzt.

Die Ausbeute an CD34"-Zellen bei der Kollektionierung wird nicht nur von dem
Zeitpunkt, sondern auch von der Art und der Intensitét der Vorbehandlung beeinflulét. Sie
ist signifikant niedriger bei Patienten, die mit einer groferen Anzahl an Chemotherapie-
zyklen vorbehandelt wurden oder eine Bestrahlung erhaten haben [14]. Auch ein
Knochenmarkbefall durch den Tumor geht mit einer durchschnittlich geringeren Ausbeute

an CD34"-Zellen einher [14].

1.3.4.2 Technik der Blutstammzellsepar ation

Wahrend bel der Gewinnung von Blutstammzellen aus dem Knochenmark eine Operation

in Vollnarkose notwendig ist, gelingt durch die durch Chemotherapie und Wachstums-
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faktoren erreichte Stimulation der Ausschwemmung von Vorlauferzellen in das periphere
Blut eine gentigend hohe Ausbeute durch die Technik der Zellseparation:

Die hdmatopoetischen Stammzellen befinden sich in der Fraktion der mononuklegren
Zéellen des Blutes. Zid ist die Kollektionierung einer moglichst hohen Anzahl an Stamm-
zellen mit nur geringer Verunreinigung durch andere zellulére Bestandteile des Blutes, da
es bel Erythrozyten, Thrombozyten und Granulozyten zu einer Lyse wéhrend des Einfrier-
vorganges kommt. FUr die Trennung der Zellen anhand ihrer Dichte durch Zentrifugation
stehen automatische Systeme zur Verfligung. Zu unterscheiden sind die kontinuierlich von
den diskontinuierlich arbeitenden Systemen. Bei den letztgenannten wird dem Patienten
wiederholt ein kleines definiertes Blutvolumen entnommen, durch Zentrifugation die
gewilnschte Trennung vorgenommen und anschlielend dem Pdtienten reinfundiert.
Durchgesetzt haben sich inzwischen jedoch die kontinuierlich arbeitenden Systeme, da
hier weniger Nebenwirkungen im Sinne einer Kreidaufbelastung durch die Volumen-
verschiebung auftreten.

Be der Kollektionierung durch ein mikroprozessorgesteuertes automatisiertes System
(z.B. Baxter CS-3000® Blutzellseparator) wird dem Patienten mit einer kontinuierlichen
FluRrate (ca. 50ml/min) Blut enthnommen. Um eine ausreichende Flul¥rate ohne Hamolyse
zu gewahrleisten, wird ein Sheldon®-Katheter als zentraler Venenzugang verwendet. Das
Blut wird durch Zentrifugation anhand der Dichtegradienten der jeweiligen Bestandtelle
getrennt. Die gewtlnschte Zellfraktion wird in einem Auffangbeutel gesammelt, die
restlichen Bestandteile werden dem Patienten Uber den zweiten Schenkel des
Venenzugangs reinfundiert.

Aufgrund dieser Arbeitsweise kommt es wdahrend der Kollektionierung zu keiner
groferen VVolumenverschiebung. Durch eine Komplexbildung mit dem als Antikoagulanz

verwendeten Citrat kann es jedoch insbesondere bel einem beeintréchtigten Citratmetabo-
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lismus zu einer Hypokazidmie kommen. Als weitere Komplikationen kommen z.B.
Hypothermien durch Abkihlung an der groféen Oberflache des Schlauchsystems sowie
mogliche Komplikationen des Venenzugangs wie Entzindung oder Luftembolien bel
Diskonnektion in Frage. Komplikationen durch Fehlfunktionen des Gerétes treten aufgrund
der kontinuierlichen Selbstlberwachung und sofortiger Selbstabschaltung des Gerétes bel

Problemen nur sehr selten auf.

1.3.5 Kryokonservierung

Um enen zeitlichen Spidraum zwischen der Kollektionierung und der geplanten
Transplantation der Zellen zu ermdglichen, muléte ein Verfahren fur die Aufbewahrung
der Stammzellen entwickelt werden. Fur kurze Aufbewahrungszeiten von wenigen
Stunden ist eine Lagerung bel 4°C mdglich. Die Anzahl der CFU-GM bezogen auf den
Ausgangswert sinkt dabei von 82%-84% nach 24h Uber 17-48% nach 72h auf nur noch 7-
8% nach 120h Lagerung [67]. Fir eine langerfristige Lagerung Uber Monate und Jahre
hinweg eignet sich die Kryokonservierung in flissgem Stickstoff bei -196°C. Um die
Vitditdt der Stammzellen moglichst wenig zu beeintréchtigen, mussen bel  der
Aufbereitung der Stammzellprdparate und beim Einfriervorgang verschiedene Punkte
berticksichtigt werden (vgl. auch Abschnitt 2.6):

Durch den Einfriervorgang, die Lagerung und das Auftauen wird ein Teil der Stammzellen
geschédigt. Humpe et a. kamen bel 116 untersuchten Kollektaten zu dem Ergebnis, dal3
die Uberlebensrate fir CFU-GM bei kontrolliertem Einfriervorgang, Verwendung von
10% DMSO ds Kryoprotektivum, Lagerung bel -196°C und Auftauen im 37°C
Wasserbad 42,3% (0,0% - 304.8%) betrégt. Die Anzahl der CFU-GM war nach der
Kryokonservierung signifikant (p<0.001) niedriger als vorher. Weiterhin fiel auf, dal3 die
Uberlebensrate der CFU-GM-Zellen bei mannlichen Patienten, die vor der

Koallektionierung mit mehr as funf Zyklen Chemotherapie behandelt wurden, besonders
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niedrig ist. Diesist ein Hinweis darauf, dal3 vorangegangene Chemotherapie die Vitalitét
und Proliferationsaktivitét von Stammzellen unter Kryokonservierung beeinflufd [37].

Rowley et al. berichten bei 108 unter dhnlichen Bedingungen eingefrorenen Kollektaten
von einer Rate fur CFU-GM von 45,3 % (0% - 217,8%). Bel den dort untersuchten
Proben wurde aufRerdem festgestellt, dald3 die Zellkonzentration wahrend der Kryo-

konservierung keinen signifikanten EinfluR auf die Uberlebensrate der CFU-GM hat [74].

Die weite Spanne der Dauer der Kryokonservierung wirft die Frage auf, welchen Einfluld
die Lagerungsdauer auf die Vitditéd und Anzahl der Stammzellen hat. In einer dies
beziiglichen Studie von Attarian et a. wurde kein signifikanter Einflul® der Lagerungs-
dauer auf die Anzahl von CFU-GM Kolonien (p=0.65) und BFU-E (p=0.57) wahrend

einer Lagerung in Stickstoff bei -196°C zwischen 2,0 und 7,7 Jahren gefunden [10].

Eine weitere Moglichkeit fur die Kryokonservierung bietet die Lagerung bei -80°C unter
Verwendung von 6% Hydroxyethylstérke (HAES) und 5% DM SO ds Kryoprotektivum.
Der Einfriervorgang ohne Temperaturkontrolle und die Lagerung erfolgen hier in einem
elektrischen Kuhlaggregat. Hier wurden Uberlebensraten fir CFU-GM von 73,8%. (+
4,1%) gemessen [55]. Bel einem Versuch, bel dem Knochenmark fur drel Jahre entweder
in Trockeneis (-79°C bis -69°C, Zusatz von Glyzerol) oder in flissigem Stickstoff (-
196°C his-150°C, Zusatz von DM SO) kryokonserviert wurde, stellten Malinin et a. fest,
dald die in Trockeneis gelagerten Knochenmarkzellen fast vollstandig zerstort waren,
wahrend die in flissigem Stickstoff gelagerten Zellen morphologisch weitgehend intakt

waren [56].
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1.3.6 Konditionierung und Transplantation

Das Prinzip der Hochdosis-Chemotherapie beruht auf der Steigerung der Wirkung auf den
Tumor durch eine Erhdhung der Dosisintensitdt. Ob sich jedoch ein Zytostatikum fur die
Hochdosis-Chemotherapie eignet, hangt von mehreren Faktoren ab:

Wichtig ist eine steile Dosis-Wirkungs-Beziehung Uber einen mdglichst ausgedehnten
Bereich, so dal3 durch eine Steigerung der Dosis auch die Wirkung maximal gesteigert
werden kann. Es gibt jedoch mehrere Grinde, durch die eine starke Abflachung der
Dosis-Wirkungs-Beziehung entstehen kann. Bel manchen Substanzen (z.B. Antimetabolite
und Vinca-Alkaloide) steigt die Wirkung auf die Tumorzellen ab einer bestimmten Dosis
nicht weiter an [16]. Ein zweiter Grund fir eine nicht mehr zu steigernde Wirkung auf den
Tumor kann in einer schlechten Durchblutung im Zentrum eines soliden Tumors liegen, so
dal3 hier loka keine wirksameren Chemotherapeutikakonzentrationen erreicht werden

konnen [16].

Durch die Dosissteigerung wird alerdings nicht nur die gewtnschte Wirkung auf die
Tumorzellen gesteigert, sondern es wachst auch die unerwiinschte Schédigung anderer
gesunder Gewebe des K érpers. Unerwiinschte Nebenwirkungen der Chemotherapie treten
besonders an den schnell proliferierenden Geweben des Korpers auf, zu denen das
hadmatopoetische System gehort. Dementsprechend stellt die Blutbildung héufig den
limitierenden Faktor fur die Toleranz der zytostatischen Chemotherapie dar. Aus diesem
Grund ist ein grofer Abstand zwischen Dosis-Wirkungs- und Dosis-Nebenwirkungs-
Kurve, also eine grolie therapeutische Breite fur einen Einsatz eines Zytostatikums bel der

Hochdos s-Chemotherapie von Vorteil.
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Wenn durch die Transplantation von Stammzellen im Anschlul? an die Hochdosis-Chemo-
therapie die vorher limitierende h&matologische Toxizité Uberwunden werden kann,
rticken die nichthdmatol ogi schen Nebenwirkungen der Chemotherapie in das Blickfeld. In
Tabelle 1-2 snd die organbezogenen Toxizitdten einiger in der Hochdosis-Chemo-

therapie eingesetzter Substanzen angegeben, die die applizierbare Dosis nach oben hin

begrenzen.
Tabelle 1-2
Nichthamatol ogische Nebenwirkungen ausgewéhlter Chemotherapeutika
Thiotepa Schleimhaut, ZNS, Lunge
Busulfan Lunge, ZNS, L eber
Etoposid Schleimhaut, Niere
Carboplatin Nerven, Niere
Melphalan Schleimhaut
Cyclophosphamid | Herz
Doxorubicin Schleimhaut, Herz

Im Gastrointestinaltrakt kommt es haufig zur Mukositis, Stomatitis, erheblichen Diarrhoen
oder auch Obstipation. Aul3erdem treten vermehrt Entgleisungen des Elektrolythaushaltes
auf [50]. An der Lunge treten Infektionen infolge der Immunsuppression, insbesonders
interstitielle Pneumonien auf [50], die initidl von ener zytostatisch induzierten
Pneumonitis, die spéter in eine Lungenfibrose Ubergehen kann, schwer zu unterscheiden
sind. Als haufigste infektiose Komplikation ist das Fieber unklarer Genese (fever of
unknown origin, FUO) ohne lokaliserbare Infektmanifestation oder Keimnachweis zu
nennen. Die Leberfunktion ist nach der Hochdosis-Chemotherapie oft vortibergehend
eingeschankt, was sich in Gerinnungsstérungen durch verminderte Produktion von

Gerinnungsfaktoren aufern kann.
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Unerwiinschte Wirkungen an der Niere und den ableitenden Harnwegen treten u.a. in
Form von Nierenversagen oder hdmorrhagischer Zystitis, seltener in Form eines Fanconi-
Syndromsauf [50]. Einige Zytostatika kbnnen eine Kardiomyopathie verursachen, deren
Bandbreite von leichten EKG-Veranderungen bis zur Herzinsuffizienz reichen kann [50,
90]. Als Hautveranderungen treten Erytheme, reversible Alopezie, Blutungen und
Infektionen auf [50].

Eine seltene aber |ebensbedrohliche Komplikation ist das L ebervenenverschlul3-Syndrom
(engl: hepatic veno-occlusive disease, VOD). Es ist durch eine schmerzhafte Hepato-
megalie, Ikterus und Flussigkeitsretention charakterisiert und wird durch Obliteration der
terminalen Lebervenolen verursacht - die genaue Pathogenese ist jedoch noch unklar. Als
Folge kann es schliefdich zu einem Multiorganversagen kommen. Die Haufigkeit des
VOD bei Knochenmarktransplantationen liegt bei bis zu 54%, dabei zeigte sich eine
Korrelation mit niedrigen prétherapeutischen Protein-C Werten, sowie dem Vorliegen der
Faktor V Leiden-Mutation [13, 28, 59]. Haufigkeit und Schweregrad des VOD konnen
durch die prophylaktische Gabe von Heparin vermindert werden, die Letalitd von
Patienten, bei denen wahrend einer Knochenmarktransplantation ein VOD aufgetreten i<,
liegt jedoch bei bis zu 67% [13, 19].

Das Auftreten von Nebenwirkungen hangt jedoch nicht nur von der verabreichten
Zytostatikadosis ab. So wurden erhebliche Schwankungen der Plasmaspiegel bei
verschiedenen Patienten aber gleicher verordneter Dosis pro kg Korpergewicht
festgestellt. Fur die Flache unter der Plasmaspiegel-Zeit-Kurve bei Applikation von
14mg/kg Korpergewicht Busulfan wurde z.B. eine Schwankung bis zum Faktor 8,4

gemessen [16].

Wenige Tage nach Hochdosis-Chemotherapie sinkt die Anzahl der Leukozyten auf Werte

um 0,1 G/I, die Anzahl der Thrombozyten auf unter 50 G/I. Um die Zet bis zur aus-
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reichenden Rekonstitution durch die transplantierten Stammzellen zu Gberbriicken, sind
intensive supportive Mal3nahmen erforderlich:

Durch das Absinken der Thrombozytenzahlen ist bei einem grof3en Teil der Patienten die
wiederholte Gabe von Thrombozytenkonzentraten nétig, um der Blutungsgefahr zu
begegnen. Es werden nur HLA-kompatible, Cytomegalievirus negative und mit einer
Dosis von 30 Gy bestrahlte Blutprodukte Uber einen Leukozytenfilter transfundiert.

Die Infektabwehr der Patienten ist durch die niedrigen Leukozytenzahlen stark
geschwéacht. Nicht selten besteht daher ein Fieber unklarer Genese (FUO). Einer
besonderen Bedeutung kommt daher der Infektprophylaxe zu. Zu nennen sind hier Voraus-
setzungen der Krankenhaushygiene: Die Transplantation erfolgt unter Isolation des
Patienten in einem Krankenzimmer mit gefilteter Luft (OP-Qualitét). Vor Betreten des
Zimmers wird Personal und Besuchern eine grindliche Héndedesinfektion und die
Benutzung steriler Kittel bzw. von Einmalhauben, -handschuhen und Uberschuhen
empfohlen. Als Infektprophylaxe werden wéhrend der Transplantation eine selektive
Darmdekontamination mit Fluconazol, Colistin und Levofloxacin sowie regelmédige
Mundspllungen mit Ampho-Moronal-Suspension und Hexitidin durchgeftihrt. Bel
manifesten Infektionen wird nach Gewinnung von Blut-, Urin- und Sputumkulturen eine
empirische Behandlung nach Richtlinien der Paul-Ehrlich-Gesellschaft fr neutropenische

Patienten begonnen.

1.3.7 Langfristige Nebenwirkungen der Hochdosis-Chemotherapie

Wenn durch die Hochdosis-Chemotherapie eine Heilung erreicht werden kann, missen -
vor alem bel der Behandlung von jlingeren Patienten - die Langzeitfolgen berlicksichtigt

werden:
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1.3.7.1 Fertilitatsstorungen

Durch die Hochdosis-Chemotherapie kommt es bei vielen Patienten zu Einschrénkungen
der Fertilitdt. In einer Studie von Sanders et al. wurde dieser Aspekt an 331 Patienten
untersucht, die durch Hochdosis-Chemotherapie mit anschlief3ender allogener
Knochenmarktransplantation behandelt wurden. VVon 176 Frauen wiesen nur 57 nach der
Transplantation wieder einen normalen Zyklus auf, 25 davon wurden wahrend der
Nachbeobachtungszeit schwanger. Bei nur 75 der 155 Mannern war anschlief3end eine
Produktion vitaler Spermien festzustellen. Dabel wurden 28 Partnerinnen der behandelten
Manner schwanger. Eine erhdhte Rate an Spontanaborten wurde nicht festgestellt, jedoch
wurden acht von 44 Kindern der transplantierten Frauen vor der 37.
Schwangerschaftswoche entbunden. Von den 55 Lebendgeburten der Partnerinnen der

transplantierten M&nner wurden nur zwei vor der 37. SSW entbunden [77].

1.3.7.2 Se&kundarmalignome

Als weitere relevante Spétkomplikation ist das Auftreten von Sekunddrmalignomen
anzusehen. Durch die relativ kurze Nachbeobachtungszeit ist es z.Zt. nicht mdglich,
genaue Angaben zu machen, in welcher Welse das Risko fir das Auftreten enes
Sekundarmalignoms ansteigt. Die Angaben fur die kumulative Inzidenz von myelo-
dysplastischen Syndromen oder akuten Leuké&mien finf Jahre nach autologer Knochen-
marktransplantation schwanken zwischen 4% und 14,5%, fur das Auftreten von soliden
Zweittumoren wird ein Wert von 8,9% nach funf Jahren angegeben [27]. Fir die allogene
Transplantation geben Curtis et a. eine Inzidenz von 2,2% nach zehn Jahren bzw. 6,7%

nach 15 Jahren flr solide Tumoren an [26].
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1.4 Richtlinien

Blutstammzellpréparate gelten nach § 2 Abs. 1 Arzneimittelgesetz (AMG) als Arznei-
mittel [1]. Neben den gesetzlichen Vorschriften existieren Richtlinien fur die Herstellung,
Lagerung und Verwendung von Stammzellprodukten, die von der European Group for
Blood and Marrow Transplantation herausgegeben wurden.

Im Jahre 1979 wurde die European Foundation for Bone Marrow Transplantation
(EBMT) von verschiedenen europdischen Teams gegriindet, um den Wissenstransfer
zwischen den verschiedenen Gruppen zu erleichtern, Probleme zu l6sen und neue
Behandlungsprotokolle zu erstellen. Nach verschiedenen Erweiterungen ging aus ihr
schliefdich 1995 die European Group for Blood and Marrow Transplantation (EBMT)
hervor, in der inzwischen nahezu 400 Transplantationseinheiten organisiert sind.

Zu den Aufgaben der EBMT gehdrt die Auswertung der durch die Teams erfaldten Daten
Uber durchgefihrte Transplantationen, die Koordination der verschiedenen Arbeits-
gruppen und die Herausgabe von Richtlinien in Bezug auf besondere V oraussetzungen, die
Zentren, die Stammzelltransplantationen oder Knochenmarktransplantationen durchfihren,
erfullen sollten:

Dazu gehdren die raumlichen Voraussetzungen zur Isolation der Patienten wahrend der
immunsupprimierten Phase und die technische Ausstaitung mit den Gerdten zur
Kollektionierung, Stammzellpréparation, Kryokonservierung und Qualitatskontrolle.

Der Leiter des Zentrums sollte nach den Empfehlungen der EBMT ein Facharzt fir Innere
Medizin oder Kinderheilkunde mit Zusatzqualifikation in den Bereichen Hamatologie
oder Onkologie sein. Weiterhin ist erforderlich, dal3 das arztliche und pflegerische
Persona Erfahrungen im Umgang mit immunsupprimierten Petienten hat.

Die Transplantationseinheit sollte in eine grof3ere Klinik eingebunden sein, da dort die

interdisziplindre Unterstiitzung durch andere Fachrichtungen und Einrichtungen gewahr-
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leistet ist. Wichtig ist die Moglichkeit der zeitnahen optimalen mikrobiologischen
Diagnostik zur Qualitétskontrolle und bel der Patientenbehandlung. Weiterhin sollten
Untersuchungen der klinischen Chemie und dle radiologischen Untersuchungsmethoden
durchgehend verflgbar sein. Gleiches gilt fur die Blutbank, die in der Lage sein sollte,
HLA-kompatible, CMV negative und bestrahlte Blutprodukte bereitzustellen.

Die regelméldigen Nachuntersuchungen der Patienten sollten - wenn moglich - im Trans-
plantationszentrum selbst durchgefihrt und die erhobenen Daten computergestiitzt erfalit
werden, so dal3 statistische Analysen zur regelméldigen Qualitétskontrolle durchgeftihrt
werden konnen. Weiterhin konnen die Daten auf diese Weise an eine nationale oder
internationale Datenbank, z.B. an die EBMT oder an die International Bone Marrow
Transplantation Registry (IBMTR) weitergeleitet werden [52].

In Tabelle 1-3 sind die Empfehlungen der EBMT zur Indikationsstellung der autologen
StammzelItransplantation aus dem Jahre 1998 aufgefihrt.

Als nationales Organ zur Registrierung von Stammzelltransplantationen in Deutschland
wurde 1998 das Deutsche Register fur Stammzelltransplantationen (DRST) gegrindet,
dessen erfalite Daten ebenfalls an die EBMT weitergeleitet werden. Alle in Aachen

durchgefUhrten Transplantationen werden seit 1998 an das DRST gemel det.
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Tabelle 1-3
Angaben der EMBT zur Indikation der autologen PBSCT bei Erwachsenen
[33, 79]
Erkrankung Remissionsstatus Empfehlung
ALL 1./2. CR, beginnendes Rezidiv Routine
eingetretenes Rezidiv nicht empfehlenswert
NHL
lymphoblastisch wie ALL Routine
hochmaligne 1.CR Routine
niedrigmaligne 1. CR, Rezidiv, 2. CR im Rahmen von
Studienprotokollen
M. Hodgkin 1. CR im Rahmen von
Studienprotokollen
1. Rezidiv, 2. und 3. CR Routine
therapierefraktér im Rahmen von Pilotstudien
Plasmozytom Stadium 1 im Rahmen von

ale anderen Stadien

Studienprotokollen
Routine

Mammakarzinom

adjuvant

inflammatorisch

im Rahmen von
Studienprotokollen
im Rahmen von
Studienprotokollen

Kemzdltumoren

therapiesensitives Rezidiv
therapierefraktér

Routine
im Rahmen von Pilotstudien

Ovarialkarzinom

minimal residual disease

therapierefraktér

im Rahmen von
Studienprotokollen
nicht empfehlenswert

kleinzelliges
Bronchia karzinom

limited disease

im Rahmen von
Studienprotokollen
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2 Patienten und Methoden

Tabelle 2-1

Patiententibersicht

Pat.Nr. Geschlecht Alter Diagnose fU Oz Status am

Tage Tage 30.06.01

1 mannlich 42 zentroblastisch-zentrozytisches NHL 1348 2256  kein Kontakt
2 mannlich 51 kleinzelliges Bronchialkarzinom 106 288 verstorben
3 mannlich 23 Chorionkarzinom des Hodens - 781 verstorben
4 mannlich 46 Morbus Hodgkin vom Mischtyp 941 941 kein Kontakt
5 mannlich 32 Chorionkarzinom des Hodens 90 393 verstorben
6 mannlich 27 zentroblastisches NHL - 13 kein Kontakt
7 weiblich 41 zentroblastisch-zentrozytisches NHL 260 1083 verstorben
8 méannlich 60 zentroblastisches NHL 268 413 kein Kontakt
9 weiblich 44 zentroblastisch-zentrozytisches NHL 1856 1856  kein Kontakt
10 weiblich 24 Osteosarkom des Femurs 344 615 verstorben
11 mannlich 24 lymphoblastisches NHL - 87 verstorben
12 mannlich 54 zentroblastisches NHL 255 749 kein Kontakt
13 weiblich 46 Lymphogranulomatosis X - 141 verstorben
14 weiblich 18 groRzellig anaplastisches (Ki 1) NHL 1157 1514  kein Kontakt
15 weiblich 30 lobuldres Mammakarzinom 1463 1463 kein Kontakt
16 weiblich 31 Hamangioperizytom - 21 kein Kontakt
17 mannlich 31 M. Hodgkin vom lymphozytenreichen Typ 954 954 kein Kontakt
18 mannlich 28 hochmalignes NHL - 1681 keine CR post Tx
19 weiblich 59 zentroblastisches Lymphom - 458 verstorben
20 mannlich 58 Ependymom - 12 verstorben
21 mannlich 62 Burkitt-Lymphom des Hodens 65 81 verstorben
22 weiblich 41 zentroblastisch-zentrozytisches NHL 842 2035 Rezidiv
23 weiblich 19 zentroblastisches NHL - 40 verstorben
24 weiblich 12 Ependymom 26 26 kein Kontakt
25 weiblich 54 sekundér zentroblastisches NHL - 1905 keine CR post Tx
26 mannlich 52 niedrigmalignes NHL 901 901 verstorben
27 weiblich 35 inflammatorisches Mammakarzinom 94 9 kein Kontakt
28 mannlich 33 ALL 247 247 kein Kontakt
29 mannlich 25 ALL 34 56 verstorben
30 mannlich 18 ALL - 106 verstorben
31 mannlich 53 Plasmozytom 797 1099  kein Kontakt
32 weiblich 31 Mammakarzinom 1358 1358 lebt rezidivirei
33 weiblich 50 Plasmozytom 1060 1723 Rezidiv
34 weiblich 44 Mammakarzinom 50 50 verstorben
35 mannlich 13 M. Hodgkin vom noduléar-sklerosierenden Typ 375 527 kein Kontakt
36 weiblich 43 grol3zellig anaplastisches (Ki 1) NHL 1554 1554  lebt rezidivfrei
37 mannlich 47 zentroblastisches NHL 428 1471 Rezidiv
38 mannlich 30 duktales Mammakarzinom 124 124 kein Kontakt
39 mannlich 58 Plasmozytom 186 734 verstorben
40 mannlich 32 hochmalignes NHL - 50 verstorben

rfU = rezidivireie Uberlebenszeit (- = keine komplette Remission nach Transplantation)

ULZ = Uberlebenszeit
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Tabelle 2-1 Fortsetzung

Pat.Nr. Geschlecht Alter Diagnose fU Oz Status am

Tage Tage 30.06.01

41 mannlich 42 zentroblastisch-zentrozytisches NHL 1452 1452  lebt rezidivfrei
42 weiblich 56 zentroblastisches NHL - 144 verstorben
43 mannlich 62 Plasmozytom 383 971 Rezidiv
a4 weiblich 33 M. Hodgkin vom nodulér sklerosierenden Typ 1331 1331 lebt rezidivirei
45 mannlich 58 zentroblastisch-zentrozytisches NHL 343 827 Rezidiv
46 mannlich 35 ISH-Lymphom 1312 1312 lebt rezidivfrei
47 weiblich 56 sekundér zentroblastisches NHL - 325 verstorben
48 weiblich 40 Plasmozytom 1231 1231  lebt rezidivirei
49 mannlich 58 Plasmozytom 1180 1180 lebt rezidivfrei
50 mannlich 59 Plasmozytom 502 1178 Rezidiv
51 mannlich 34 zentroblastisch-zentrozytisches NHL 1135 1135  lebt rezidivirei
52 weiblich 44 Mammakarzinom 1124 1124  lebt rezidivirei
53 weiblich 47 Plasmozytom 1114 1114  lebt rezidivfrei
54 mannlich 66 Plasmozytom 1097 1114 Rezidiv
55 weiblich 54 zentroblastisches NHL - 1020 keine CR post Tx
56 mannlich 62 zentroblastisches NHL - 988 keine CR post Tx
57 mannlich 58 zentroblastisches NHL - 33 verstorben
58 mannlich 67 Plasmozytom 586 841 Rezidiv
59 weiblich 56 niedrigmalignes NHL - 950 keine CR post Tx

rfU = rezidivireie Uberlebenszeit (- = keine komplette Remission nach Transplantation)

ULZ = Uberlebenszeit

Ausgewertet wurden alle Patienten, bel denen eine myeloablative Hochdosis-Chemo-

therapie mit anschliefRender autologer Stammzelltransplantation bis zum 31.12.1998 in

der Medizinischen Klinik 1V des Universitétsklinikums der RWTH-Aachen durchgefihrt

wurde. Bei Behandlungsprotokollen mit mehreren sequentiellen Hochdosis- und Trans-

plantationskursen fand hier jeweils nur die erste Transplantation Berticksichtigung. Die

Auswertung der klinischen Daten endete am 30.06.2001.
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2.1 Indikationsstellung zur autologen Blutstammzelltransplantation

Abbildung 2-1
Anzahl durchgefiihrter Transplantationen
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Die Hochdosis-Chemotherapie mit anschliefRender autologer Stammzelltransplantation
wird bei einer Reihe von Erkrankungen eingesetzt. Eine Ubersicht tiber die z.Zt. von der
European Group for Blood and Marrow Transplantation empfohlenen Indikationen gibt
die Tabelle 1-3 in Abschnitt 1.4.

Von den insgesamt 59 in Aachen transplantierten Patienten waren 25 weiblich und 34
mannlich. Das mittlere Alter bei Transplantation betrug 44 Jahre (Median). Der jlngste
Patient war zum Zeitpunkt der Transplantation 12 Jahre, der dlteste Patient 67 Jahre alt.

Nach den aktuellen Empfehlungen der EBMT aus dem Jahre 1998 wird als Altersgrenze
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fUr eine autologe Stammezel Itransplantation ein Lebensalter von etwa 65 Jahren angesehen
[33].

Im Verlauf der Jahre wurden die Altersgrenzen fir eine Transplantation immer mehr
ausgedehnt. Fal3t man jeweils die Jahre ‘9293, *94/'95 und ‘96/' 97 zusammen, SO war
der jungste Patient entsprechend 23, 18 bzw. 12 Jahre alt, wahrend das Alter des dtesten
Patienten zum Zeitpunkt der Transplantation in den jeweiligen Jahren 51, 62 bzw. 62

Jahre betrug.
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2.2 Beschreibung des Krankengutes
Abbildung 2-2
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Bel den 59 Patienten lagen verschiedene Diagnosen zugrunde. Die grofite Gruppe an
Erkrankungen stellten mit insgesamt 36 Patienten die malignen Lymphome dar (22
hochmaligne NHL, 10 niedrigmaligne NHL, 4 M. Hodgkin). Hinzu kamen 6 Mamma

karzinome, 10 Plasmozytome und 7 sonstige Diagnosen.

2.2.1 Hochmaligne Non-Hodgkin-Lymphome

Tabelle 2-2
Hochmaligne NHL
Anzahl | Subtyp
12 | Zentroblastisches Lymphom
3 |ALL
2 Anaplastisches grol3zelliges Lymphom
1 Angioimmunoblastisches Lymphom
1 B-lymphoblastisches Lymphom
1 |Burkitt Lymphom
2 | nicht ndher bestimmbar

Die Behandlung von hochmdignen Non-Hodgkin-Lymphomen durch die autologe
Stammzdl ltransplantation erfolgt europaweit. Nach einer Auswertung der der European
Group for Blood and Marrow Transplantation (EBMT) gemeldeten Transplantationen
wird die autologe Stammzelltransplantation routinemal3ig in erster kompletter Remission
durchgefhrt [33, 79].

In der Medizinischen Klinik 1V des Aachener Universitétsklinikums wurden 22 Patienten
mit hochmalignen Non-Hodgkin-Lymphomen transplantiert. Die Vertellung der Subtypen
zeigt Tabelle 2-2.

Bel insgesamt 16 Patienten konnte durch vorangegangene konventionelle Chemotherapien
keine komplette Remission erreicht werden, bel drei Patienten (Pat.Nr. 37, 47 und 55)

handelte es sich dabei um sekundéar hochmaligne NHL mit Persistenz des niedrigmalignen
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Antels. In erster kompletter Remission befanden sich zum Zeitpunkt der Transplantation
zwei Patienten (Pat.Nr. 8 und 14), in zweiter kompletter Remission weitere vier Patienten
(Pat.Nr. 12, 21, 28 und 29). Bel zwel Patienten (Pat.Nr. 19 und 23) im ersten Rezidiv
kam es zu einem Progrefd der Erkrankung unter konventioneller Chemotherapie, so dal3
eine autologe Stammzelltransplantation durchgefiihrt wurde. Insgesamt drei Patienten
(Pat.Nr. 11, 30 und 57) erhielten eine Hochdosis-Chemotherapie im zweiten Rezidiv

ihrer Erkrankung.

2.2.2 Niedrigmaligne Non-Hodgkin-Lymphome

Unter den zehn niedrigmalignen Non-Hodgkin-Lymphomen waren sieben zentrobl astisch-
zentrozytische und ein NHL vom unreifen Sinushistiozytose Typ (ISH-Lymphom). Die
genaue Histologie von zwel niedrigmalignen NHL war nicht ndher klassifizierbar.

Die Transplantation bei niedrigmalignen Non-Hodgkin-Lymphomen sollte laut EBMT im
Rahmen klinischer Studienprotokolle durchgefiihrt werden, da die Uberlegenheit gegen-
Uber der konventionellen Therapie bisher nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte

[33, 79].

2.2.3 M. Hodgkin

Bei den vier transplantierten Patienten mit Hodgkin-Lymphomen lag bel einem Patienten
en M. Hodgkin vom Mischtyp (Stadium IV B, Pa.Nr. 4), bei einem ene
lymphozytenreiche (Stadium 1V B, Pat.Nr. 17) und bel zwe Patienten eine nodulér-
sklerosierende (Stadium Il A bzw. 111 A, Pat.Nr. 35 und 44) Form vor.

Die Empfehlungen der EBMT beinhalten eine Transplantation im ersten Rezidiv oder in
nachfolgenden Remissionen [33, 79]. Ob eine Konsolidierung durch Transplantation in
erster kompletter Remission bei M. Hodgkin sinnvall ist, ist noch Gegenstand von

weiteren Studien.
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2.2.4 Plasmozytome

Unter den 59 Patienten befanden sich insgesamt 10 mit der Diagnose eines Plasmozytoms
(7 im Stadium 111 A, 3im Stadium 111 B nach Salmon und Duri€). Die autologe Stammzel |-
trangplantation kann laut EBMT und anderen Studien in dlen Krankheitsstadien dazu
beitragen, die rezidivfreie Zeit und die Uberlebenszeit zu verlangern - eine definitive
Heilung kann zur Zeit jedoch auch durch eine Hochdosis-Chemotherapie nicht erreicht

werden [4, 33, 79].

2.2.5 Solide Tumoren / sonstige Malignome

Die grofdte Gruppe der soliden Tumoren stellen die Mammakarzinome mit einer Anzahl
von insgesamt 6 dar, wovon eines bel einem 30jahrigen Mann aufgetreten ist (Pat.Nr. 38).
Nach Empfehlungen der EBMT von 1998 kann eine adjuvante Stammzel [transplantation in
kompletter Remission durchgeftihrt werden, wenn mehr as acht befallene Lymphknoten
festgestellt wurden [33, 79].

Weltere Transplantationen wurden durchgeftihrt bei einem Fal von eéinem Hamangio-
perizytom (Stadium 1V), einem Osteosarkom (Stadium V), zwel Ependymomen (jeweils
WHO-Grad I1l), zwel Chorionkarzinomen des Hodens (jeweils Stadium V) und bel

einem kleinzelligen Bronchialkarzinom im Stadium Extensive-Disease I1.

2.3 Vorbehandlung der Patienten
Die Patienten wurden vor der Hochdosis-Chemotherapie mit anschlief3ender autologer
Stammzelltransplantation bereits durch konventionelle Chemotherapie, Operation oder

Radiatio behandelt.
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Das Ansprechen eines Tumorleidens auf eine Therapie kann allgemein durch folgende
Begriffe beschrieben werden: Eine komplette Remission (engl: complete remission, CR)
wird erreicht durch das vollstéandige Verschwinden aller klinisch nachwelsbaren Tumor-
parameter. Wird nur eine Tumorreduktion erreicht, die aber mindestens 50% der Tumor-
ausdehnung vor der Therapie umfald, so spricht man von ener partiellen Remission
(engl: partial remission, PR). Schreitet die Tumorausdehnung trotz der Therapie um mehr
als 25% fort, so spricht man von einem Progref3 (engl: progressive disease, PD). Wird
weder eine Reduktion von mehr as 50% erreicht, noch liegt eéine Zunahme von mehr as

25% vor, so spricht man von keiner Anderung (engl: stable disease, SD).

Die Verteilung der Remissionsstaten unmittelbar vor Hochdosis-Chemotherapie zeigt die

Abbildung 2-4
Remissionsstatus vor und in erster Verlaufskontrolle nach Transplantation
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Abbildung 2-4. Bel 22 Patienten war bereits vor der Hochdosis-Chemotherapie keine
Tumormanifestation mehr klinisch nachweisbar. Die Behandlung zielte hier auf eine
Verringerung des Rezidivrisikos ab.

Etwa sechs Wochen bis drei Monate nach der Transplantation wird jeder Patient erneut
gtationar aufgenommen. Im Rahmen dieses Aufenthaltes wird ein Staging der Tumor-
erkrankung durchgefiihrt, um Aussagen Uber das Ansprechen auf die Therapie treffen zu
konnen. Die durchgefiihrte Diagnostik beinhdtet je nach zugrundeliegender Erkrankung
radiologische Untersuchungen wie die Durchfihrung von Computertomographien,
serologische Untersuchungen z.B. von Tumormarkern, histologische Begutachtung von
Beckenkammbiopsien  und  nuklearmedizinische  Untersuchungen  wie  die
Positronenemissionstomographie. Fir die PET konnten Cremerius et a. eine signifikante
prognostische Relevanz bei malignen Lymphomen nachweisen und empfehlen eine
Durchfiihrung besonders bei einer Persistenz von Residualbefunden [25].

Nach der Hochdosis-Chemotherapie war bei 16 Patienten noch eine Tumormanifestation
nachweisbar, 41 Patienten befanden sich in kompletter Remission. Da die Nachkontrollen
nach der Transplantation bei einigen Patienten von anderen Kliniken - z.T. auch im
Audland - Ubernommen wurden, ist der Remissionsstatus von 2 Petienten nicht mehr zu

ermitteln.

2.4 Kollektionierung
Um eine ausreichende Anzahl zirkulierender Stammzellen zu erreichen, wird eine Kombi-
nation aus Chemotherapie und anschlief3ende Gabe von Wachstumsfaktoren (G-CSF)

angewendet.
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In Abbildung 2-5 ist der Median der Leukozytenwerte von 36 Patienten wahrend der
Kollektionierungsphase dargestellt, von denen die entsprechenden Daten zur Verfligung
standen. In den folgenden Abschnitten werden exemplarisch die Werte bel Kollektio-
nierung und immunologischer Aufreinigung der Kollektate eines Patienten (Pat.Nr. 43,
vgl. auch Tabelle 2-1) dargestellt. Die Abbildung 2-6 zeigt den Verlauf der Leukozyten-

werte dieses Patienten wahrend der Kollektionierungsphase.

Abbildung 2-5
Verlauf des Medians der Leukozytenwerte

50
45
40
35 Kollektionierung f/.\\

. [
2 \
s A
10 / }
5 o0 ¢ /{ \.\’\‘

0

Leukozyten [G/I]

-15 -10 -5 0 5 10 15

In den ersten Tagen nach der Chemotherapie kommt es zu einem vortbergehenden Abfall
der Leukozytenwerte. Durch die anschlief3ende Gabe von G-CSF ab dem 8. Tag nach
Chemotherapie tritt eine rasche und tberschiel3ende Erholung auf, bei der besonders sonst
nur im Knochenmark vorhandene unreife Vorlauferzellen des hdmatopoetischen Systems

ausgeschwemmt werden. Bel dem hier genannten Patienten erreichten die Konzentrationen
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von CD34"-Zdllen im Blut an den vier Tagen der Kollektionierung Werte bis fast 200 pro
ul.

Die hohe Konzentration an Stammzellen halt jedoch nur wenige Tage an, so dal3 in dieser
Zeit die Kollektionierung moglichst intensiv durchgefthrt werden sollte.

Die Patienten erhielten dazu einen doppellumigen Shaldon-Katheter, der gentigend hohe
FluRraten erlaubt. Fir die Stammzellseparation wurde entweder ein CS-3000 oder ein

CS-3000 PLUS Blutzellseparator (BAXTER/FENWAL) verwendet.

Abbildung 2-6
Exemplarischer Verlauf der Leukozytenwerte bei Kollektionierung (Pat.Nr. 43)
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Nach jedem Separationsdurchgang wurde u.a. die Anzahl der Leukozyten (Cobas Minos
STE, Roche Diagnostica), die Anzahl der Lymphozyten und die Anzahl CD34"-Zellen im
Kollektat bestimmt (Coulter Epics XL, Coulter Electronics Inc.; CD34-Antikorper von

Becton Dickinson GmbH).
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Bel dem o.g. Patienten wurde an vier Tagen in jeweils zwel Durchgéngen kollektioniert.
Das Durchlaufvolumen bel der Zytapherese betrug insgesamt 56,0 Liter bei einer Flul3rate
von 68ml/min, dabei wurden 58.300,0x10° Leukozyten kollektioniert, darunter
3.267,6x10° CD34"-Zellen. Bei einem Koérpergewicht des Patienten von 94kg zum Zeit-
punkt der Kollektionierung entsprechen diese ca 35x10° CD34'-Zelen pro kg. Die
empfohlende Mindestmenge fir eine Transplantation wurde somit weit Uberschritten. In
diesen Féllen bietet sich an, bel der Transplantation nur einen Tell der Stammzellen zu
verwenden, um evtl. fir spdter weitere notige Transplantationen auf diese Reserve

zurlckgreifen zu kénnen.

Wahrend der Kollektionierung von Stammzellen aus dem peripheren Blut konnen jedoch
auch eine Reihe von Komplikationen auftreten. Bel bis zu 10% der Patienten tritt ein
thrombotischer Verschlul®3 des zentralventsen Katheters auf, der eine Entfernung des
Katheters nétig macht. Auch thrombotische Verschltisse der Venen, in denen der Katheter
liegt, werden regel méldig beobachtet [23, 39]. Weiterhin stellt der zentralventse Katheter
eine Eintrittspforte fur Bakterien dar, wodurch es in bis zu 14% der Félle durch den

Katheter zu Bakteridmien kommen kann [39].

2.5 Immunologische Aufreinigung

Als , Purging” werden Verfahren der in-vitro Behandlung von Kollektaten bezeichnet, die
zu einer geringeren Tumorzel lkontamination fihren sollen.

Liegt bel Diagnosestellung der Tumorerkrankung eine Knochenmarkbeteiligung oder eine
Ausschwemmung von Tumorzellen in das Blut vor, ist eine Kontamination des
Kollektates durch Tumorzellen - auch bel erst spater durchgefihrter Kollektionierung -

nicht auszuschlief3en. Diese Tumorzellen konnen die Zeit bis zu einem Rezidiv verkirzen
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oder bel sonst durch die Hochdosis-Chemotherapie tumorfreien Patienten erst ein Rezidiv
hervorrufen.

Eine Moglichkeit, die Tumorzellkontamination eines Kollektates zu vermindern, bietet die
in-vitro Behandlung mit Zytostatika, die die Tumorzellpopulation in grof3erem Mal3e
schédigt als die im Kollektat enthaltenen Stammzellen (, Purging” im engeren Sinne) [61,
62].

Weitere Aufreinigungsverfahren basieren auf der Anreicherung von Stammzellen anhand
des CD34-Oberflachenantigens. In Aachen wurde zu diesem Zweck ein Verfahren der
Firma Celpro eingesetzt. Gleichzeitig wird auch die Anzahl anderer im Kollektat
enthaltenen Zellen wie z.B. Lymphozyten vermindert, dabei muf} jedoch an die
Moglichkeit einer langerfristigen Immunsuppression des Rezipienten durch Lympho-
zytendepl etion gedacht werden [62].

In Aachen wurde bel 17 Patienten eine immunologische Aufreinigung mittels des
CEPRATE SC Systems (Fa. Cellpro) durchgefiihrt.

Das Kollektat wird zunéchst mehrfach mit einer Lésung (phosphate-buffered-saline =
PBS) gewaschen und nach Zugabe von 500ul 20% Humanabumin pro 100ml Kollektat
mit biotinylierten Antikorpern inkubiert, die gegen das CD34-Antigen gerichtet sind.
Nach Abschlul3 der 25minitigen Inkubationszeit werden die Uberschiissigen Antikorper
durch Waschen in PBS entfernt und die Zellen in 320ml PBS resuspendiert. Der weitere
Vorgang wird durch das CEPRATE SC System zu einem grol3en Teil automatisch durch-
gefuhrt: Beim Durchflul? der Zellen durch eine Saule mit avidinbeschichteten Kiigelchen
werden die durch die Antikorper markierten CD34"-Zellen an den Kiigelchen gebunden,
da Avidin eine hohe Affinitdt zu den biotinylierten Antikdrpern besitzt. Die nicht
markierten Zellen flief3en ungehindert durch die Saule hindurch (=, Eluat”). Anschlief3end

konnen die gebundenen CD34"-Zellen mechanisch durch Rihren gelést und aus der Saule
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ausgespult werden. Die angereicherten Stammzellen werden erneut in PBS gewaschen
und in einer Losung aus PBS mit 20% Dimethyl sulfoxid (DM SO), 4% Humana bumin und
6 |.E./ml Heparin resuspendiert, so daR sich eine Zellzahl von 20x10%ml ergibt. Das
Einfrieren erfolgt direkt nach dem Umfullen in Einfrierbeutel oder -réhrchen durch das
Standard-Einfrierprogramm (vgl. auch Abschnitt 2.6).

Bel dem bereits in den vorangegangenen Abschnitten as Beispiel angefihrten Patienten
wurde eine immunologische Aufreinigung mit der Ausbeute des dritten Kollektio-
nierungstages durchgefuihrt: Im Separationsbeutel befanden sich am Ende der
Kollektionierung 21.900,0x10° Leukozyten, darunter 1.731,0x10° CD34*-Zellen (ca. 8%).
Nach dem Waschen, der Inkubation mit den biotinylierten anti-CD34-Antikdrpern und
dem erneutem Waschen betrug die Menge der Leukozyten vor dem Beginn der eigent-
lichen immunologischen Aufreinigung 19.520,0x10°. Nach der Durchfiihrung fanden sich
476x10° Leukozyten, davon 391,4x10° CD34" im Beutel der angereicherten Fraktion.
Dies entspricht einem Prozentsatz von nun ca. 82% CD34"-Zellen. Obwohl nur ein Teil
der insgesamt kollektionierten Zellzahl verwendet wurde und trotz der Verluste durch die
Aufreinigung blieben noch 4,16x10° CD34*-Zellen pro kg, legt man das Kérpergewicht
bei Kollektionierung zugrunde.

Der Anteil der CD34"-Zellen an der Gesamtleukozytenanzahl im Kollektat betrug bei den
trangplantierten Kollektaten nach der immunologischen Aufreinigung (ingesamt 15
Kollektate) im Mittel aller Patienten 68,15%. In den Kollektaten ohne immunologische
Aufreinigung @2 Kollektate) lag der Anteil im Mittel nur bel 3,03%. Bel 2 Patienten
wurde ein Gemisch aus Kollektaten mit und ohne immunologische Aufreinigung

transplantiert.
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In ener multizentrischen Phase I11-Studie wurde bel insgesamt 131 Patienten mit Plasmo-
zytom der Einflul einer immunologischen Aufreinigung mit dem CEPRATE SC System
auf die Tumorkontamination des Kollektates und das Engraftment nach Transplantation
untersucht. Vescio et a. fanden durch die immunologische Aufreinigung eine Reduktion
der im Kollektat enthaltenen Tumorzellen um im Median 3,10 (1,56 - 6,02) log-Einheiten,
konnten jedoch keinen Einfluld auf die Rezidivhaufigkeit nach Transplantation
nachweisen. Die immunologische Aufreinigung verlangerte jedoch signifikant die Zeit bis
zur Rekonstitution der Thrombopoese von 10 (Kollektate ohne immunologische
Aufreinigung) auf 11 (Kollektate mit immunologischer Aufreinigung) Tage (p<0,01),
wéhrend die Zeit bis zum Erreichen eines Leukozytenwertes von tber 05 G
unbeeinflul blieb. Die Verlangerung wurde auf die im Median kleinere Gesamtzahl an
CD34"-Z€llen zuriickgefiihrt, die die Patienten erhielten, bei denen eine immunologische
Aufreinigung der Kollektate durchgefihrt wurde [88].

Mit der Anwendung der immunologischen Aufreinigung missen aso auch enige
Nachteile beachtet werden. Gleichzeitig mit der Reduktion der Tumorzellkontamination
kommt es auch zu einer Abnahme der absoluten Stammzellzahl, die zu einer verspéteten
Rekonstitution der Hamatopoese fihren kann. AufRerdem kann durch die in-vitro
Manipulation trotz aler Vorsichtsmal3nahmen eine bakterielle Kontamination des
Kollektates auftreten, die bei der spéteren Transplantation zu Komplikationen fihren kann

[62].
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2.6 Kryokonservierung

Je 50ml Kollektat werden mit 40ml Plasma und 10ml DM SO als Kryoprotektivum aufge-

fullt und in 100ml fassende Einfrierbeutel (Baxter) Uberfihrt. Der Einfriervorgang findet

unter kontrollierten Temperaturbedingungen durch eine computergesteuerte Einfrieranlage

(BV-25 Biological Freezer, Cryoson) statt. Der Kryokonservierungsbeutel befindet sich

dazu zwischen zwei 6mm starken Kupferplatten. Damit wird zum einen eine gleichméldige

Dicke des Beutels, zum anderen eine verbesserte Wéarmeleitung vom Beutd zur

Einfrierkammer erreicht.

Abbildung 2-7

Beispielhafter Temperaturverlauf bel der Kryokonservierung
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Die Temperatur der Kammer (gepunktete Linie, siehe Abbildung 2-7) wird zun&chst

innerhalb der ersten zwei Minuten auf 0°C reduziert und dort fur 10 Minuten gehaten und

dann gleichm&fdig innerhalb von weiteren 9 Minuten auf -10°C reduziert. Die Temperatur
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des Kollektates selbst kann dabel nicht direkt gemessen werden, es wird jedoch die
Temperatur eines mit Plasma geflllten Referenzbeutels gemessen (dicke ausgezogene
Linie).

Siefolgt der Temperatur der Kammer und der Kupferplatten jedoch nicht direkt, sondern
sinkt in den ersten 18 Minuten relativ gleichma3ig auf einen Wert knapp oberhalb des
Gefrierpunktes. In der 19. Minute sinkt die Kammertemperatur dann sehr schnell auf -50°,
um dann innerhab der néchsten 4-5 Minuten wieder auf -20°C zu steigen. In dieser
Zeitspanne unterschreitet die Temperatur des Kollektates den Gefrierpunkt, und es wird
schnell auf etwa -10°C abgekuhlt. Die dabei entstehende Kristallisationswarme erwéarmt
das Kollektat dann wieder um einige Grad. Durch die vorherige rasche Abkihlung wird
jedoch der Schmel zpunkt nicht wieder erreicht. Dies fihrt zu einer gleichméaldigen und fir
das Kollektat schonenden Kristalisation. Im Anschlul? an diese fur den Einfriervorgang
kritische Phase wird das Kollektat dann in weiteren 15 Minuten auf -30°C und dann auf -
100°C abgekuhlt, die es nach ca. einer Stunde erreicht. Anschlief3end wird das Kollektat
bei ca -180°C in der Gasphase von flissgem Stickstoff gelagert. Zwischen
Kollektionierung und Transplantation lagen bei den in Aachen transplantierten Patienten

imMedian 2 (1 - 13) Monate, in denen die Zellen bel ca. -180°C gelagert wurden.
2.7 Hochdosis Chemotherapie und Transplantation
2.7.1 Durchfihrung

2.7.1.1 Hochdosis-=Chemotherapie

Zur Konditionierung der Patienten vor der Transplantation werden je nach zugrunde-
liegender Diagnose verschiedene Chemotherapieprotokolle eingesetzt, die im Rahmen

von internationalen Studien entwickelt und optimiert wurden. Flr ein optimales Ergebnis
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sind nicht nur Art und Dosierung der verwendeten Zytostatika, sondern auch die zeitliche
Abfolge der Verabreichung wichtig.

Folgende Chemotherapieschemata wurden verwendet:

CBV-Schema
Tabelle 2-3
Applizierte Zytostatikadosen
Tag | Zytostatikum Dosis
-5 |Etoposid 150mg/m?
Cyclophosphamid 1500mg/m?
BCNU 300mg/m?
Etoposid 150mg/m?
-4 | Etoposid 150mg/m?
Cyclophosphamid 1500mg/m?
Etoposid 150mg/m?
-3 | Etoposid 150mg/m?
Cyclophosphamid 1500mg/m?
Etoposid 150mg/m?
-2 | Cyclophosphamid 1500mg/n?
0 | Stammzelltransplantation

Das CBV-Schema (Cyclophosphamid, BCNU und Etoposid = Vepesid®) findet heute bei
der Hochdosis-Chemotherapie der malignen Lymphome Verwendung. Bei den Aachener
Patienten wurde bel insgesamt 27 Patienten die Hochdosis-Chemotherapie nach diesem
Schema durchgefuhrt. Die Durchfiihrung einer Hochdosis-Chemotherapie nach dem CBV-
Schema mit anschlief3ender autologer Stammzelltransplantation wurde bei Kessinger et

al. an Patienten mit eéinem Rezidiv eines M. Hodgkin erstmals beschrieben [49].
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BEAM-Schema

Tabelle 2-4

Applizierte Gesamtdosen
Zytostatikum Dosis
BCNU 300mg/m?
Etoposid 800mg/n
Cytarabinosid 1600mg/n?
Melphalan 140mg/m?

Das BEAM-Schema (BCNU, Etoposid, Cytarabinosid = Alexan® und Melphalan) wird
bel Patienten mit M. Hodgkin eingesetzt. In einer Studie von Linch et. a konnten eine
Uberlegene Wirksamkeit der Hochdosis-BEAM-Chemotherapie mit anschlief3ender auto-
loger Knochenmarktransplantation gegentber dem niedriger dosierten ,,Mini-BEAM*

ohne Transplantation fur Patienten mit M. Hodgkin nachgewiesen werden [49].

Hochdosis-M elphalan-Schema

Tabelle 2-5
Applizierte Zytostatikadosis
Tag | Zytostatikum Doss
-2 | Melphaan 200mg/m?

0 | Stammzdltransplantation

Das Standardchemotherapeutikum zur Behandlung des Plasmozytoms ist das Melphalan.
Im Rahmen der Hochdosis-Chemotherapie wird es in einer myeloablativ wirkenden
Dosis von 200mg/m? Korperoberfléche verwendet. Bel allen in Aachen transplantierten

Patienten mit Plasmozytom wurde die Konditionierung nach diesem Schema durchgefiihrt.
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Studienprotokoll der GABG-4/EH-93 Studie

Tabelle 2-6

Applizierte Zytostatikadosen

Tag | Zytostatikum Dosis

-6 | Cyclophosphamid 1500mg/m?
Thiotepa 150mg/m?
Mitoxantron 10mg/mp

-5 | Cyclophosphamid 1500mg/m?
Thiotepa 150mg/m?
Mitoxantron 10mg/mp

-4 | Cyclophosphamid 1500mg/m?
Thiotepa 150mg/m?
Mitoxantron 10mg/mp

-3 | Cyclophosphamid 1500mg/n
Thiotepa 150mg/m?
Mitoxantron 10mg/mp

0 | Stammzelltransplantation

Alle Patienten mit einem Mammakarzinom wurden nach dem Studienprotokoll der

GABG-4/EH-93 Studie behandelt. Ziel der Studie ist die Klérung der Frage, ob eine

adjuvante Hochdosis-Chemotherapie bei Patienten mit Hochrisko-Mammakarzinom

sinnvoll ist [97].
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ALL-Protokoll

Tabelle 2-7

Applizierte Gesamtdosen

Tag | Zytostatikum Doss

-4 | Etoposid 250mg/mp
BCNU 300mg/n?
Dexamethason 40mg
Etoposid 250mg/n?

-3 | Etoposid 250mg/n?
Dexamethason 40mg
Etoposid 250mg/n?

-2 | Dexamethason 12mg

-1 | Dexamethason 12mg

0 | Stammzelltransplantation

+1 | Cyclophosphamid 2000mg/m?
Dexamethason 40mg

+2 | Dexamethason 20mg

Die Tabelle 2-7 zeigt das fur die Hochdosis-Chemotherapie der akuten lymphatischen

Leuk&mie bel den drel Patienten mit ALL eingesetzte Schema.

Sonstige

Insgesamt funf Patienten mit soliden Tumoren wurden mit einer Hochdosis-Chemo-
therapie mit den Substanzen Cyclophosphamid, Etoposid bzw. Teniposid und Carboplatin
behandelt. Die Tabelle 2-8 zeigt die jeweils applizierten Gesamtdosen wéahrend der

Konditionierung.
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Tabelle 2-8

Applizierte Gesamtdosen

Pat.Nr. | Diagnose Cyclophos- | Etoposid | Carboplatin

phamid

2 Kleinzelliges Bronchialkarzinom 10000mg| 1000mg 2000mg
3 Chorionkarzinom des Hodens 4000mg 600mg 1000mg
5 Chorionkarzinom des Hodens 14400mg| *900mg 1200mg
10 | Osteosarkom 6000mg| 1200mg 1500mg
16 | H&mangioperizytom 6000mg| 1200mg 2100mg

" Teniposid statt Etoposid

Die zwel Patienten mit der Diagnose eines Ependymoms erhielten im Rahmen der Kon-
ditionierung insgesamt 1000mg Carboplatin und 300mg BCNU (Peat.Nr. 20) bzw. 1460mg
Carboplatin, 990mg Thiotepa und 1260mg Etoposid (Pat.Nr. 24), bei einer Patientin mit
zentroblastischem  Non-Hodgkin-Lymphom  wurden wéhrend der Hochdosis-

Chemotherapie 320mg Melphaan appliziert (Pat. Nr. 23).

Zur Hochdosis-Chemotherapie gehoren eine Reihe weiterer Medikamente zur Prophylaxe
und Behandlung der moglichen Nebenwirkungen. Wichtig ist z.B. die Gabe von Mesna
bei Cyclophosphamid enthatenden Therapien, um einer hdmorrhagischen Zydtitis
vorzubeugen. Weiterhin erhalten die Patienten eine Fissigkeitss und Elektrolyt-
substitution, Heparin zur Prophylaxe eines Veno-occlusive Disease der Leber sowie

Antiemetika in ausreichender Dosierung.

2.7.1.2 Transplantation

Die Rickgabe (Retransfusion) der kollektionierten Stammzellen erfolgt in enem
zeitlichen Abstand von 1-2 Tagen zur letzten Zytostatikagabe abhéngig von der jeweiligen
Halbwertszeit, um eine Schadigung der Stammzellen zu verhindern. Bei den meisten

Patienten wurden ale Zellen an eéinem Tag retransfundiert, bei insgesamt sechs Patienten
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wurde die Rickgabe an zwel (Pat.Nr. 13, 14, 42 und 46) bzw. drei (Pat.Nr. 7 und 12)
aufeinanderfolgenden Tagen durchgeftihrt, um eine zu grofée Volumenbelastung durch die
hohe Anzahl transfundierter Kollektate zu vermeiden. Definitionsgemald wird jeweils der
Tag der ersten Stammzellrlickgabe al's Tag 0 bezeichnet.

Zur Transplantation werden die Kollektatbeutel aus dem Stickstofftank entnommen und
anschlief?end im Patientenzimmer im Wasserbad innerhalb weniger Minuten auf 37°C
erwarmt. Da es sich um en Blutprodukt handelt, wird in einem Bedside-Test erneut die
Blutgruppe des Empfangers sowie die Blutgruppe der im Kollektat enthaltenen Zellen
kontrolliert. Anschlief3end erfolgt die Transfusion des Kollektates Uber einen zentralen
Venenkatheter.

Die Anzahl der Leukozyten (white blood cells, WBC) betrug bei den verabreichten 42
Transplantaten, bei denen keine immunologische Aufreinigung durchgefihrt wurde, im
Mittel 253,7x10° (18,8 - 958,8x10%), wahrend die 15 Transplantate, bei denen durch
vorherige immunologische Aufreinigung eine Anreicherung der CD34"-Zellen vorge-
nommen wurde, im Mittel nur noch 3,5x10% (2,0 - 5,6x10%) Leukozyten enthidlten. Bei 2
Patienten wurde ein Gemisch aus Kollektaten mit und ohne immunologische Aufreinigung
transplantiert.

Die durchschnittliche absolute Anzahl von CD34"-Zellen aller 59 Transplantate betrug
334,0x10° (70,9 - 1.381,0x10°), auf das Kdrpergewicht des jeweiligen Patienten bezogen
ergeben sich 4,8x10%kg (1,1 - 16,2x10%kg). In der Literatur wird eine Anzahl von
mindestens 2,5x10° CD34"-Zellen pro kg Kérpergewicht fiir eine schnelle Rekonstitution
empfohlen, jedoch kann auch bei transplantierten Zellzahlen von 1,17 - 2,48x10° CD34"-
Zellen pro kg Korpergewicht eine ausreichende, wenn auch leicht verzogerte

Rekonstitution beobachtet werden [94].
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Tabelle 2-9
Z€lgehalt und immunol ogische Aufreinigung der transplantierten Kollektate

Pat.Nr. WBC CD34+ CD34+/kg Purging |Pat.Nr. WBC  CD34+ CD34+/kg Purging
1078 1076 1076 1078 1076 1076

1 191,6 135,6 1,96 - 31 2,7 219,0 3,45 X
2 2440 1381,0 16,23 - 32 4,4 2317 2,39 X
3 491,0 2472 2,98 - 33 139,0 2775 4,66 -
4 646,0 169,1 2,20 - 34 5,2 288,0 5,15 X
5 186,9 98,4 1,48 - 35 131,0 318,7 7,66 -
6 257,9 742,5 10,44 - 36 2,1 145,2 2,97 X
7 148,6 85,5 1,55 - 37 2,4 185,4 1,96 X
8 249,3 343,8 4,98 - 38 4,6 252,1 2,42 X
9 250,5 149,2 2,28 - 39 150,0 204,2 2,52 -
10 1114 127.4 1,92 - 40 235,0 4527 10,73 -
11 139,0 311,0 3,85 - 41 70,9 211,0 2,78 -
12 958,8 258,7 3,27 - 42 131,8 290,2 6,11 -
13 373,7 220,7 4,79 - 43 4,8 391,0 4,07 X
14 286,9 235,0 4,86 - 44 186,7 387,7 6,81 -
15 372,3 958,0 15,09 - 45 760,0 541,7 5,26 -
16 144,0 384,7 5,83 - 46 392,5 317,8 3,97 -
17 198,8 286,2 3,43 - 47 18,8 284,0 4,73 -
18 192,0 511,2 7,20 - 48 2,0 138,6 2,34 X
19 397,5 368,0 4,08 - 49 54 426,5 5,80 X
20 449,5 933,4 13,61 - 50 2,6 206,0 2,65 X
21 335,5 451,2 5,23 - 51 5,6 4114 4,33 X
22 150,6 417,2 5,88 - 52 2,2 126,4 2,47 X
23 1255 145,0 2,88 - 53 75,6 2334 3,57 -/X
24 147,2 117,7 2,86 - 54 2,6 190,9 2,33 X
25 22,6 1043,9 14,91 - 55 2,3 154,1 2,23 X
26 2345 556,8 7,91 - 56 26,1 297,1 3,36 -IX
27 34 170,0 1,86 X 57 51,1 194,1 2,54 -
28 2425 494,9 5,56 - 58 291,0 160,3 1,77 -
29 211,0 476,3 5,77 - 59 148,0 70,9 1,11 -
30 190,0 278,2 4,92 -

Purging: Kollektate mit (X) und ohne (-) Purging

2.7.2 Verlauf und Komplikationen

2.7.2.1 Hamatologische Rekonstitution (=, Engraftment”)

Wie in Kapitel 1.3.6 bereits angesprochen, kénnen im Rahmen einer myeloablativen
Hochdosis-Chemotherapie eine Reihe von Komplikationen auftreten. Obligat ist das Auf-

treten einer Schadigung des blutbildenden Systems. Alle Patienten durchlaufen eine Phase
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der Panzytopenie, bis die Blutbildung durch die Transplantation der hdmatopoetischen

Stammzellen dauerhaft wiederhergestellt werden kann.

Die Abbildung 2-8 zeigt den Verlauf des Medians der Leukozytenwerte aller Patienten.
Nach der Hochdosis-Chemotherapie sinkt die Anzahl der Leukozyten im Blut innerhalb

weniger Tagen auf Werte unter 0,2 G/I.

Abbildung 2-8

Verlauf der medianen Leukozytenwerte im Rahmen der Blutstamm-
zelltransplantation
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Durch die Hochdosis-Chemotherapie wird zusammen mit den anderen hdmatopoeti schen
Zellen die Thrombopoese geschadigt. Entsprechend der durchschnittlichen Lebensdauer
der Thrombozyten nahm die Anzahl im peripheren Blut nach Beginn der Hochdosis-

Chemotherapie kontinuierlich ab und unterschritt im Median an Tag 6 nach der
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Transplantation die Grenze der Substitutionsbedurftigkeit von etwa 30 G/l (vgl.

Abbildung 2-9).

Abbildung 2-9

Verlauf der medianen Thrombozytenzahlen im Rahmen der Blutstammzell-
transplantation
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Waéhrend der Thrombozytopenie wurden den Patienten im Median an 3 Tagen Thrombo-
zytenkonzentrate verabreicht. Unter den Patienten befanden sich jedoch auch zwei
(Pat.Nr. 1 und 14), die keine Substitution bendtigten, wéhrend zwei Patienten (Pat.Nr. 30
und 40), die vor Einleitung der Hochdosis-Chemotherapie nicht substitutionsbediirftig
waren, an insgesamt 11 Tagen Thrombozytenkonzentrate bis zur Rekonstitution der

Thrombopoese verabreicht werden muf3ten.
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Aufgrund des Absinkens des Hamoglobinwertes erhielten die Patienten im Median ein-
malig Erythrozytenkonzentrate, das erste im Median am Tag 5 nach Transplantation. Hier
benttigten jedoch 12 Patienten keine Substitution, wahrend ein Patient (Pat.Nr. 40) an 8

Tagen Erythrozytenkonzentrate erhielt.

Abbildung 2-10
Anzahl der transfundierten Blutprodukte
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Alle Patienten erhielten ausschliefdich bestrahlte und HLA-typisierte Blutprodukte. Zu-
sétzlich erhielten die Patienten vor jeder Transfuson 100mg Prednison zur Vermeidung
eines Graft versus Host-Effekts. Die Bestrahlung von Thrombozyten- und Erythrozyten-
konzentraten verhindert eine Ubertragung von noch aktiven Leukozyten. Durch sie kann
bei den immungeschwéchten Empfangern eine Graft-versus-Host-Reaktion ausgel 6st

werden [48].
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Durch die Transplantation der kryokonservierten Stammzellen wird die Blutbildung der
Patienten wiederhergestellt.

Die schnellste Erholung zeigen die Leukozytenwerte. Mit der Transplantation werden
nicht nur pluripotente Stammzellen, sondern auch reife hdmatopoetische Vorléuferzellen
Ubertragen, die zu enem schnelen kurzfristigen Anstieg der Leukozytenwerte im
peripheren Blut beitragen. Die langfristige Regeneration erfolgt dann durch multipotente

Stammzellen, die sich im Knochenmark des Empfangers ansiedeln [44].

In Abbildung 2-11 ist der Verlauf der Rekonstitution der Hamatopoese dargestellt. Als
Kriterium fir eine erfolgte Rekonstitution der Leukozytenwerte galt die erstmalige Mes-
sung enes Leukozytenwertes von mindestens 1,0 G/l. Diesen Wert erreichten die

Patienten im Median an Tag 10 (8 - 15) nach Transplantation.

Etwas langsamer erholten sich die Thrombozytenwerte. Als erster Tag der Rekonstitution
galt hier ein Thrombozytenwert, der ohne Transfusion mindestens sieben Tage Uber 30
G/l lag. Hier betrug die kirzeste Zeit bis zur Erflllung dieser Kriterien 7 Tage nach
Transplantation. Im Median dauerte die Thrombozytopenie 12 Tage an, wéhrend die
Erholung der Thrombozytenwerte bei enem Patienten |angstens 43 Tage dauerte. Bei drei
Patienten blieb jedoch eine Rekongtitution der Thrombozytenwerte aus: Ein Patient blieb
bis zu seinem Tod durch Tumorprogresson am Tag 40 nach Transplantation
substitutionspflichtig, bei zwei Patienten wurde nach 10 bzw. 37 Tagen ene erneute
Stammzellrlickgabe angeschlossen. Bel zwei Patienten fiel die Anzahl der Thrombozyten

ZU kelner Zeit unter einen Wert von 30 G/I.
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Fir 3 Patienten liegen keine ausreichenden Daten vor.

Abbildung 2-11
Rekongtitution der Hamatopoese (Leukozyten 31G/I bzw. Thrombozyten

3 30G/1)
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2.7.2.2 Infektionsprophylaxe

In der Phase der Leukozytopenie sind die Patienten besonders anfallig fur Infektionen.
Deshalb wird eine reverse Isolation durchgefiihrt. Die reverse Isolation beinhaltet die
Einbringung hochsteril filtrierter Raumluft unter leichtem Uberdruck sowie die Verwen-
dung steriler Uberkittel, Mundschutz und Handschuhe. Die reverse Isolation der Patienten
erfolgt auch, well die Versorgung blutstammzel ltransplantatierter Patienten réumlich nicht
wesentlich getrennt von der Versorgung der Ubrigen Patienten durchgefthrt wird.

Alle Patienten erhalten einmalig ein Immunglobulin-Prgparat (10g Endobulin®). Welter-

hin erhalten die Patienten eine antibiotische Prophylaxe mit Ofloxacin (Tarivid®, 2 X
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200mg) zur Vermeidung bakterieller Infektionen, sowie als systemisches Antimykotikum
Itraconazol (Sempera®, 2 x 100mg) oder Fluconazol (Diflucan®, 2x 100mg). In einer
multizentrischen Studie konnte gezeigt werden, dal3 die prophylaktische Gabe von
Fluconazol wéahrend der Neutropenie bei Knochenmarktransplantationen signifikant die
Inzidenz von oberflachlichen und systemischen Mykosen herabsetzt, sowie die Mortalitéat
an akuten systemischen Mykaosen vermindert .

Zusétzliche Mundspllungen mit Hexitidin (Hexoral®) und Amphotericin B (Ampho-

Morona®) sollen einer Sekundérinfektion bel Stomatitis vorbeugen.

2.7.2.3 Komplikationen

Doch auch die Prophylaxe kann eine Infektion nicht immer verhindern. So trat bei 65%
der Patienten mindestens eine Phase mit erhthter Temperatur von Uber 38,5°C auf. Ein
wichtiges Problem stellt das Fieber unklarer Genese (fever of unknown origin, FUO)
ohne Hinwels auf einen umschriebenen Infektionsherd dar. Bei 8% der Patienten konnte
jedoch eine Pneumonie als Ursache festgestellt werden, die bei 50% dieser Patienten
beidseitig auftrat. Zu erwahnen ist jedoch auch die mit einer weiterfiihrenden Diagnostik
(z.B. Durchfiihrung radiologischer Untersuchungen) verbundenen Notwendigkeit der Auf-
hebung der Umkehrisolation, die eine zusétzliche Gefahrdung des Patienten darstellen
kann.

Durch frihzeitige breite antibiotische Therapie konnten die Infektionen in den meisten
Féllen schnell beherrscht werden, so dal3 das Fieber im Schnitt nur wenige Tage anhielt.
Die maximae Anzahl von Tagen mit Fieber bis zur Entlassung betrug jedoch 16 Tage,
wobel die Infektion mit bis zu funf Antibiotika und Antimykotika behandelt werden

muflde.
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Wahrend der Leukozytopenie trat aul3erdem bei insgesamt 37% der Patienten eine Stoma-
titisauf, zu 42% a's schwer (WHO Grad I11-1V) eingestuft. Ein Herpes labialis wurde bel

17% aller transplantierten Patienten diagnostiziert.

Trotz der Vielzahl moglicher Komplikationen ist die Hochdosis-Chemotherapie mit an-
schlieffender autologer Stammzelltransplantation sicher durchfiihrbar. Eine Patientin
(Pat.Nr. 34) entwickelte jedoch wahrend der L eukozytopeniephase eine CMV-Pneumonie

und verstarb nach 50 Tagen an eénem Multiorganversagen.

2.7.2.4 Verlauf von Labor parametern

In Abbildung 2-12 bis Abbildung 2-16 ist der Verlauf weiterer Laborparameter dar-
gestellt. Da einige Patienten friher entlassen werden konnten, liegen fur die Zeitpunkte
>11 Tage die jeweiligen Melidaten nicht mehr vollsténdig vor. Angegeben werden

Medianwerte, die durch die fehlenden Werte mutmaldlich nur wenig beeinfluf3t werden.
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Ein Anstieg des Gesamt-Bilirubins auf Werte Uber 2mg/dl, Gewichtszunahme von mehr
als 2% durch Flissigkeitsretention sowie schmerzhafte Hepatomegalie sind Kriterien fur
das L ebervenenverschlul3-Syndrom [59]. Obwohl der Median der gemessenen Bilirubin-
werte zwischen den Tagen -3 und 8 leicht anstieg (vgl. Abbildung 2-12), wurde bei
keinem der Patienten ein Wert von Uber 2mg/dl gemessen. Zur gleichen Zeit zeigen die
Mediane der Aspartataminotransferase (AST) und der Alaninaminotransferase (ALT)
ebenso einen vortbergehenden leichten Anstieg, der sich auf die Lebertoxizitdt der

elngesetzten Zytostatika zurtickfihren [&(%.

Abbildung 2-12
Verlauf von Aspartataminotransferase (AST), Alaninaminotransferase (ALT)
und Gesamt-Bilirubin
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Durch die zeitwellige Stérung der Syntheseleistung der Leber féllt gleichzeitig der Gehalt
an Fibrinogen und der Pseudocholinesterase (PCHE) im Serum nach der Hochdosis-
Chemotherapie voribergehend deutlich ab (vgl. Abbildung 2-13). Der Abfall der Pseudo-
cholinesterase kann auch Folge ener spezifischen Enzymhemmung durch Cyclophos-

phamid sein [40].

Abbildung 2-13
Verlauf von Fibrinogen und Pseudocholinesterase (PCHE)

[0/ [un]
6 6000

5000

- 4000

3000

2000

1 —a— Fibrinogen [g/l] 1000
—o— Pseudocholinesterase [U/l]

o -—+—+H—+—+—+—+++t+t+t+t++t+t++++++++++++++++++++++0
-7 -5 -3-11 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29
Tage nach Transplantation




2 Patienten und M ethoden 60

Der Wert der Laktatdehydrogenase zeigt einen Anstieg mit einem Peak an Tag 1 nach der
Stammzellrlickgabe. Bei 86% der Patienten, die in Aachen transplantiert wurden, wurde
ein Anstieg der LDH innerhab der Tage 1 bis 5 nach ZdlIretransfusion im Vergleich zum
Ausgangswert (Median der an den Tagen -7 bis -1 gemessenen Werte) beobachtet. Bel
55% der Patienten stieg die LDH um mindestens 50%. Der LDH-Anstieg 1&% sich auf die

Lyse eines Teils der im Kollektat enthaltenen Zellen zurlckfthren.

Abbildung 2-14
Verlauf der Laktatdehydrogenase (LDH)
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Die Werte der Enzyme Amylase und Lipase als Parameter fir (entzindliche) Prozesse
des Pankreas zeigten bel den meisten Patienten nur eine moderate Erhéhung in den ersten
Tagen nach der Hochdosis-Chemotherapie (vgl. Abbildung 2-15). Bei vier Patienten kam
es jedoch zu einem starken Anstieg der Lipase im Serum. Bel drel Patienten stieg die
Lipase aus dem Normbereich (<160 U/l) innerhab von ein bis zwel Tagen auf Werte
Uber 500 U/I, fie dann aber innerhalb der nachsten ein bis zweli Tage wieder in den
Normbereich zuriick. Der maximale Wert wurde an den Tagen -3, 3 bzw. 8 gemessen.
Klinisch und sonographisch ergaben sich bel den Patienten keine Hinweise auf eine
Pankredtitis. Bei dem vierten Patienten blieb die Lipase im Serum von Tag 7 bis zu seiner
Entlassung an Tag 22 erhdht, bis einschliefdich Tag 18 wurden Werte von Utber 300 U/
gemessen. Dieser Patient klagte bis zum Tag 15 Uber kolikartige Ober- und Unter-

bauchschmerzen und es wurde ein diffuser abdomineller Druckschmerz festgestellt.

Abbildung 2-15
Verlauf von Amylase und Lipase
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Die vorUbergehende Verminderung des Harnsauregehaltes im Serum 183 sich auf eine
intensve medikamentdse Prophylaxe, sowie ene iatrogene Steigerung der Diurese

zurtckfuhren (vgl. Abbildung 2-16).

Abbildung 2-16
Verlauf von Harnsaure und Kreatinin
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2.7.2.5 Krankenhausaufenthalt

Fur den Zeitpunkt der Entlassung entscheidend war in den meisten Féllen die erfolgte Re-
konstitution der Thrombopoese.

Eine Ubersicht tber die Dauer des K rankenhausaufenthaltes vom Tag der Transplantation
bis zur ersten Entlassung zeigt die Abbildung 2-17. Der mediane Aufenthalt betrug 17
Tage (11 - 85 Tage). Ein Patient (Pat.Nr. 20) verstarb 12 Tage nach Transplantation an
einem zerebralen Tumorrezidiv, ohne zuvor aus dem Krankenhaus entlassen worden zu
sein. Legros et a. berichten bel den von Thnen transplantierten Patienten von einem

medianen Krankenhausaufenthalt von 18 Tagen (12 - 26) nach Transplantation [47].

Abbildung 2-17
Dauer des stationdren Krankenhausaufenthaltes nach Transplantation
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2.7.2.6 Nachsorge

Nach der Entlassung erfolgte eine regel maliige ambulante Vorstellung der Patienten in der
Transplantationssprechstunde. Etwa drei Monate nach der Stammzelltransplantation
wurden die Patienten erneut stationar aufgenommen. Im Rahmen dieses Aufenthaltes
wurde bel den Patienten eine vollsténdige Durchuntersuchung (Staging) durchgefthrt, um
das Ansprechen auf die Therapie evaluieren zu konnen. Diese beinhaltete in der Regel
eine Ganzkorpercomputertomographie, eine PET-Studie (Vgl. auch [25]) und bei
entsprechender Indikation eine gezielte MRT-Untersuchung (héufig wurde die Wirbel-
sdule untersucht, da so auch ein medullérer Befall nachgewiesen werden kann). Konnte
nach diesen Untersuchungen von einer kompletten Remission (CR) ausgegangen werden,
wurden zusédizlich zu den regelméligen ambulanten Kontrollen erneute stationédre

Nachsorgeuntersuchungen im Abstand von etwa sechs Monaten durchgefiihrt.

Wiein Abschnitt 2.3 bereits erwahnt wurde, war nach der Hochdosis-Chemotherapie bei
16 Patienten noch eine Tumormanifestation nachweisbar: Bei 12 Patienten konnte nur eine
partielle Remission erreicht werden, bei insgesamt 4 Patienten mulde ene

Tumorprogression trotz Hochdosis-Chemotherapie festgestel It werden.

In kompletter Remission befanden sich 41 Patienten. Von 2 Patienten konnte der Remis-
sionsstatus nicht ermittelt werden, da die weitere Nachsorge von anderen Zentren Uber-

nommen wurde.
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3 Diskussion

3.1 Qualitatssicherung

3.1.1 Verlauf und Komplikationen

3.1.1.1 Hamatologische Rekonstitution

Wie in Abschnitt 2.7.2.1 bereits erwdhnt wurde, kam es bel den in Aachen
transplantierten Patienten im Median an Tag 10 (8 - 15) zu eéinem Angtieg der Leukozyten
auf Uber 1 G/I. In ener Studie von Legros et al. erfolgte der Anstieg der Leukozyten auf
Werte tber 0,5 G/l im Median an Tag 12 (9 - 84), Bensinger et a. beschreiben bei 239
Patienten eine mediane Dauer bis zu einem Anstieg der Leukozyten auf Gber 1,0 G/l von

12 Tagen (7 - 46) [14, 47].

Alle in Aachen transplantierten Patienten erhielten nach der Transplantation G-CSF, um
eine schnellere Erholung der Leukozytenwerte zu erreichen. In der Literatur wird die
Gabe von G-CSF unterschiedlich bewertet:

Souétre et a. zeigten, dal3 die Gabe von G-CSF nach autologer Knochenmarktransplan-
tation die Dauer der Neutropenie, die Anzahl von Infektionen sowie die Dauer des
Krankenhausaufenthaltes vermindert [85]. In einer Studie von Bensinger et a. wurde
nachgewiesen, dal3 die Gabe von G-CSF oder GM-CSF nach Stammzelltransplantation
die Erholung der Leukozyten signifikant beschleunigt. Es zeigte sich gleichzeitig aber ein
signifikanter negativer Einfluf3 auf die Erholung der Thrombozytenwerte bel Patienten, die
bei der Transplantation zuvor weniger as 5x10° CD34*-Zdlenvkg erhalten hatten [14].
Legros et a. konnten hingegen in einer Plazebo-kontrollierten Doppel blind-Studie mit 50
Patienten weder einen signifikanten Einflul3 einer GM-CSF-Gabe auf die Rekonstitution

von Leukozyten oder Thrombozyten noch auf die Dauer des Krankenhausaufenthaltes oder
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auf Anzahl und Dauer von Infektionen nach autologer Stammzelltransplantation

nachweisen [47].

Die Dauer der Thrombozytopenie dauerte bei den in Aachen transplantierten Patienten im
Median 12 Tage an. Bensinger et a. berichten von einer Erholung der Thrombozyten im

Median an Tag 10 (6 - 65), Legros et al. an Tag 14 (6 - 102) [14, 47].

Die hamatopoetische Regeneration ist abhéangig von der Anzahl der transplantierten

Stammzdllen:

Abbildung 3-18

Abhéngigkeit der Leukozyten-Rekonstitution von der Zahl transplantierter
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Mit steigender Anzahl transplantierter CD34"-Zellen/kg Korpergewicht war bei den
Aachener Patienten die Dauer der Leukozytopenie (p<0,001) und auch die Anzahl der

Tage mit Fieber Uber 38,5°C nach Transplantation signifikant kirzer (p<0,001). Keine
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sgnifikante Korrelation lief3 sich jedoch fir die Dauer der Thrombozytopenie (p=0,05)
sowie der Dauer des Krankenhausaufenthaltes (p=0,28) nachweisen. Mit steigender
Gesamtzahl der im Transplantat vorhandenen Leukozyten verringerte sich signifikant
sowohl die Dauer von Leukozytopenie (p<0,001) und Thrombozytopenie (p<0,001), as
auch die Dauer des Krankenhausaufenthaltes (p<0,05)*.

In der Literatur wird en sgnifikanter Zusammenhang zwischen der Anzahl trans-
plantierter CD34"-Zellen/kg und einer kiirzeren Zeit bis zur Erholung der Thrombozyten-

zahlen und Leukozytenwerte gezeigt [14, 94].

3.1.1.2 Verlauf von Labor parametern

Der Wert der LDH zeigte bei 86% der in Aachen transplantierten Patienten einen Anstieg
mit einem Peak an Tag 1 nach Stammzellriickgabe, bei 55% kam es zu einem Anstieg um
mindestens 50%. Ahnliches wurde bereits von Bolwell et al. beschrieben: Bel 194
retrospektiv untersuchten Patienten zeigten 99% eine Erhéhung der Serum-LDH nach der
Retransfusion von Stammzellen, 91% sogar einen Anstieg um mindestens 50%. Bolwell
et a. fanden eine hochsignifikante negative Korrelation zwischen der Gesamtzahl
infundierter CD34"-Zellen und dem prozentualen Anstieg der LDH - der LDH-Anstieg
war umso geringer, je mehr CD34"-Zellen transplantiert wurden [17].

Bel den 58 auswertbaren in Aachen transplantierten Patienten ergab sich ein signifikanter
Zusammenhang zwischen transplantierter Zahl CD34"-Zellen und dem LDH-Anstieg in
den ersten funf Tagen nach Transplantation. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von
Bolwell et a. war hier jedoch ein positiver Zusammenhang festzustellen: Der LDH-

Anstieg war umso starker, je mehr CD34"-Zellen transplantiert wurden (p<0,05).

! ale nach SPEARMAN scher Rangkorrelation
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Wesentlich deutlicher zeigte sich der Zusammenhang zwischen LDH-Anstieg und hoherem
Gesamt-L eukozytengehalt des Transplantates (p<0,001)°. Der LDH-Anstieg &Rt sich auf

die Lyse eines Tells der im Kollektat enthaltenen Zellen zurtickfhren.

3.1.2 Uberlebenszeiten

Insgesamt 41 Patienten befanden sich bel der ersten Kontrolluntersuchung nach Hoch-
dosis-Chemotherapie mit autologer Stammzelltransplantation in kompletter Remission.
Die Abbildung 3-1 zeigt die Wahrscheinlichkeit fir Rezidivfreiheit nach Kaplan und
Meier fur diese Patienten. Die mittlere geschétzte rezidivfreie Uberlebenszeit lag bei 34
Monaten. Die Mehrzahl der Rezidive traten innerhalb der ersten beiden Jahre nach Trans-
plantation auf, es wurden jedoch auch Spétrezidive (bel Plasmozytomen und niedrig-
malignen Non-Hodgkin-Lymphomen) beobachtet.

Fir die Berechnung der Uberlebenswahrscheinlichkeit wurden alle 59 transplantierten
Patienten berticksichtigt. So betrug die Wahrscheinlichkeit 1 Jahr nach Hochdosis-
Chemotherapie und anschliefiender autologer Stammzelltransplantation 76%, wenn
sowohl Art der Erkrankung as auch der Remissionsstatus vor Transplantation unbe-
ricksichtigt blieben. Nach einem Zeitraum von etwa drei Jahren bildet sich ein Plateau

bei einer Uberlebenswahrscheinlichkeit von 61% heraus (vgl. Abbildung 3-2).

2 dle nach SPEARMAN' scher Rangkorrelation
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Abbildung 3-1
Wahrscheinlichkeit fur rezidivireies Uberleben (alle Patienten)

1,0

0,9 §
0,8
07 - f

= | :

g :

= 0,6 :

S ] ;

€ 05 |

g ] ;

% .

2 04 |

P .

< 5 5 5 —t—t H L

S 03 e e s R e S
02 JE— J— T— D— J— -
IR ST o o o e oo .
0,0~ S S S S S —

Monate nach Transplantation

Abbildung 3-2
Uberlebenswahrscheinlichkeit (alle Patienten)
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Um genauere Aussagen iber die Rezidivhaufigkeiten und Uberlebenswahrscheinlich-
keiten nach autologer Stammzelltransplantation treffen zu konnen, missen die ver-

schiedenen zugrunde liegenden Erkrankungen berticksichtigt werden.

3.1.3 Krankheitsbezogene Betrachtung
Die Non-Hodgkin-Lymphome stellen die grofite Gruppe der Erkrankungen dar. Von den

insgesamt 32 Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen befanden sich nach Hochdosis-
Chemotherapie und anschliel}ender autologer Stammzelltransplantation nur 17 in
kompletter Remission. Fur diese Patienten lag die Wahrscheinlichkeit, sich nach einem
Jahr weiterhin in kompletter Remission zu befinden, bei 63% und nach drel Jahren bel

50% (ohne Abbildung).

3.1.3.1 Hochmaligne Non-Hodgkin-Lymphome

In der Literatur wird von der International Non-Hodgkin’s Lymphoma Prognostic
Factors Project Group fur Patienten mit hochmalignen Non-Hodgkin-Lymphomen, die
mit einer nicht myeloablativen Kombinations-Chemotherapie behandelt wurden, eine
Wahrscheinlichkeit fir Rezidivfreiheit nach finf Jahren von 40%-70% - abhéngig von der
Anzahl der Risikofaktoren - angegeben. Als Risikofaktoren wurden hier ein Alter Uber 60
Jahren, Ann-Arbor-Stadium 11 oder 1V, zwel oder mehr extranodale Manifestationen,
schlechter Performance-Score (ECOG 2 bis 4) und ein erhthter LDH-Spiegel im Serum
identifiziert [81]. In ener Studie an 158 Patienten mit hochmalignen NHL, die mit
Hochdosis-Chemotherapie und anschlief3ender autologer Knochenmark- oder Stamm-
zelltransplantation behandelt wurden, ergab sich eine Wahrscheinlichkeit fir rezidiv-
freies Uberleben nach drei Jahren von 29%. In dieser Studie konnten Vose et al. eberfalls

eine Anzahl von Risikofaktoren identifizieren:



3 Diskussion 71

Fur eine gute Prognose sprachen das Fehlen einer Tumormasse mit eéinem Durchmesser
von mehr als 10cm und das Vorliegen von héchstens einem der folgenden Risikofaktoren:
Drei oder mehr vorherige Chemotherapien, eine erhohte LDH oder fehlendes Ansprechen
auf die vorherige Chemotherapie. In dieser Gruppe fand sich eine Wahrscheinlichkeit fir
rezidivfreies Uberleben nach drei Jahren von 45%. Fir Patienten mit einer Tumormasse
von mehr als 10cm Durchmesser oder dem Vorhandensein von zwei oder mehr der

obengenannten Risikofaktoren ergab sich eine Wahrscheinlichkeit von 10% [91].

Von den 22 in Aachen transplantierten Patienten mit hochmalignen Non-Hodgkin-

Lymphomen befanden sich 8 nach der Transplantation in kompletter Remission.

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit fir in Aachen transplantierte Patienten mit hoch-
malignen Non-Hodgkin-Lymphomen betrug nach PBSCT nach enem Jahr 52%. Nach
etwa 15 Monaten erreicht die Uberlebenswahrscheinlichkeit ein Plateau bei 46% (vgl.
Abbildung 3-4). Die Wahrscheinlichkeiten nach Kaplan und Meier fir andauernde
Rezidivfreiheit fur die Patienten mit hochmalignen Non-Hodgkin-Lymphomen, die sich

nach Transplantation in kompletter Remission befanden, zeigt die Abbildung 3-3.
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Abbildung 3-3
Wahrscheinlichkeit fir rezidivireies Uberleben (hochmaligne NHL)
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Abbildung 3-4
Uberlebenswahrscheinlichkeit (hochmaligne NHL)
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3.1.3.2 Niedrigmaligne Non-Hodgkin-Lymphome

Fur die in Aachen transplantierten Patienten mit niedrigmalignem Non-Hodgkin-
Lymphom, die sich direkt nach der Transplantation in konpletter Remission befanden,
betrug die Wahrscheinlichkeit, sich nach einem Jahr weiterin in kompletter Remission zu

befinden, 78% (67% nach drel Jahren bzw. 44% nach funf Jahren).

Abbildung 3-5
Wahrscheinlichkeit fur rezidivfreies Uberleben (niedrigmaligne NHL)
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Fur Patienten mit niedrigmalignen Non-Hodgkin-Lymphomen errechnet sich fir die in
Aachen transplantierten Patienten eine 1-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von
100%. Nach drei und nach funf Jahren ergibt sich ein Wert von 76% (vgl. Abbildung 3-

6).
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Die International Non-Hodgkin's Lymphoma Prognostic Factors Project Group gibt je
nach Anzahl der Risikofaktoren (s.0.) 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeiten von

329%-83% an [81].

Abbildung 3-6
Uberlebenswahrscheinlichkeit (niedrigmaligne NHL)
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3.1.3.3 M. Hodgkin

Moreau et a. berichten fUr Patienten mit fortgeschrittenem M.Hodgkin von einer 5-
Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 75,2%, fir eine Rezidivfreiheit nach finf
Jahren ergibt sich ein Wert von 66,1% [63]. In Aachen wurden insgesamt vier Patienten

durch eine PBSCT behandelt. Alle vier Patienten befanden sich nach Transplantation in
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konpletter Remission. Bisher wurde bel einem Patienten ein Rezidiv nach 375 Tagen

beobachtet (Pat.Nr. 35).

3.1.3.4 Plasmozytome

Durch eine Hochdosis-Chemotherapie mit anschlief3ender autologer Stammzelltrans-
plantation kann bel Patienten mit Plasmozytom zwar sowohl die rezidivireie as auch die
Gesamtiiberlebenszeit verlangert werden, eine definitive Heillung kann jedoch zur Zeit
nicht erreicht werden [4].

Vesole et a. fuhrten bel 470 Patienten eine Hochdosis-Chemotherapie mit 200mg/m?
Melphalan und anschlief3ender autologer Stammzelltransplantation durch, davon erhielten
363 Patienten eine zweite Hochdosis-Chemotherapie mit Stammzelltransplantation. Es
fand sich eine mittlere rezidivfreie Uberlebenszeit von 26 Monaten. Die mittlere
Gesamtuiberlebenszeit betrug 41 Monate. [89]. Palumbo et a. zeigten, dald auch bei
dlteren Patienten (55-75 Jahre) die Hochdosis-Chemotherapie (mit  reduzierter
Melphalan-Dosis) mit anschlief3ender autologer Stammzelltransplantation gegentber
einer Standardtherapie mit Melphalan und Prednison Uberlegen ist. Die mittlere rezidiv-
freie Uberlebenszeit fur die mit Hochdosis-Melphalan behandelten Patienten betrug 34

Monate [66].
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Abbildung 3-8

Uberlebenswahrscheinlichkeit (Plasmozytome)
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Abbildung 3-7
Wahrscheinlichkeit fir rezidivireies Uberleben (Plasmozytome)
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Von den insggesamt zehn Patienten, die sich alle nach Transplantation in kompletter
Remission befanden, wurde bisher bei sieben Patienten ein Rezidiv beobachtet, ein

Patient (Pat.Nr. 39) verstarb 24 Monate nach Transplantation an seiner Tumorerkrankung.

3.1.3.5 Mammakarzinome

In Aachen wurde bei sechs Patienten mit Mammeakarzinom mit ungtinstiger Prognose
(mehr as zehn befallene Lymphknoten) eine adjuvante Hochdosis-Chemotherapie mit
autologer Stammzel ltransplantation durchgefiihrt. Bei einem Patienten handelte es sich um
einen Mann (Pat.Nr. 38). Bel keinem der Patienten wurde bisher ein Rezidiv beobachtet,
eine Patientin (Pat.Nr. 34) verstarb ca. sieben Wochen nach der Transplantation an einer
CMV-Pneumonie.

In einer Ubersicht des Breast Cancer Working Committe of the Autologous Blood and
Marrow Transplant Registry of North America berichten Antman et al. von einer
rezidivfreien Uberlebenswahrscheinlichkeit nach drei Jahren von 65% fir Mamma-
karzinome im Stadium Il und 60% im Stadium 111 [9]. Bel adjuvanter PBSCT im Rahmen
der Behandlung des Mammakarzinoms mit Befall von mehr as zehn Lymphknoten geben
Link et al. eine rezidivfreie Uberlebenswahrscheinlichkeit von 72% nach drei und funf
Jahren an [51].

Die adjuvante Hochdosistherapie bei Mammakarzinomen wird derzeit nach Abschlul3
einiger Studien in Deutschland kontrovers diskutiert [12, 86]. Nach 1998 wurde deshalb
in Aachen mit dieser Indikationsstellung keine Transplantation mehr durchgefihrt, da die

K ostenerstattung nicht mehr durch die Kasse gewahrt wird.

3.1.4 Lebensqualitét

Die Hochdosis-Chemotherapie mit autologer Stammzelltransplantation stellt eine

physische und psychische Belastung fir die Patienten dar. Es ist daher auf3erordentlich
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wichtig, nicht nur Uberlebensraten, sondern auch die Lebensqualitét der Patienten in alle
Uberlegungen einzubeziehen.

Lebensqualitét wird als multidimensionaes Konzept aus physischen, psychischen und
sozialen Phanomenen verstanden [36]. In der Vergangenheit wurden bereits verschiedene
Fragebogen zur Messung der Lebensqualitét bei malignen Erkrankungen entwickelt, dazu
zéhlen z.B. die Rotterdam Symptom Checklist (RSCL), der Functional Living Index
Cancer (FLIC), das Cancer Rehabilitation Evaluation System (CARES) oder die
Functional Assessment of Cancer Therapy Scale (FACT) [3, 36].

Vose et d. haben 50 Patienten anhand eines Fragebogens telefonisch befragt, die
mindestens ein Jahr vorher mit ener autologen Knochenmark- oder Stammzelltrans-
plantation behandelt wurden: Die meisten Patienten (96%) berichteten von einem guten
Appetit, bel 86% sei das Kdrpergewicht stabil oder habe nach der Transplantation zuge-
nommen. Weiterhin bestétigten die meisten Patienten eine schnelle Erholung des Haar-
wachstums. 44% der Patienten gaben an, dal3 das Haar nach der Transplantation lockiger
wiuchse, asvorher. Bel der Mehrheit der Patienten (76%) hat sich bel der Darmfunktion
keine Anderung durch die Hochdosis-Chemotherapie ergeben, 16% berichteten jedoch
von neu aufgetretenen Problemen mit Diarrhoen, 8% von Obstipation. Uber eine
Verminderung des sexuellen Verlangens (Libidoeinbul3e) klagte ein Drittel der Patienten,
40% berichteten Uber Stérungen der Sexuafunktion. Insgesamt 18% der Patienten klagten
Uber depressive Verstimmungen in der ersten Zeit nach der Transplantation, die sich
jedoch spéter zuriickgebildet hétten. Zusammenfassend lief3 sich feststellen, dal3 die
meisten Patienten nach der Transplantation in der Lage waren, ein normales Leben zu
fuhren. Daher bestétigten 96%, dal3 sie unter den gleichen Umstanden erneut ener
Hochdosis-Chemotherapie mit autologer Knochenmark- oder Stammzelltransplantation

zustimmen wrden [92].
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3.2 Stammzellgewinnung

Hamatopoetische Stammzellen kénnen direkt aus dem Knochenmark gewonnen werden.
Die direkte Punktion des Knochenmarks in Vollnarkose war in den siebziger und der
ersten Halfte der achtziger Jahre die primére Quelle fir hdmatopoetische Stammzellen.
Die Kollektionierung aus dem Blut hat jedoch mehrere Vorteile gegentiber der direkten
Entnahme aus dem Knochenmark:

Ein Vortell liegt in der Durchfiihrbarkeit auch nach Bestrahlung im Bereich des Beckens
im Rahmen der Vorbehandlung. Bel der direkten Punktion des Knochenmarks ist es oft
schwierig, in diesen Félen eine geniigende Anzahl an Stammzellen zu gewinnen [73].
Weiterhin ist davon auszugehen, dal? die Tumorzellkontamination des aus dem peripheren
Blut gewonnenen Kollektats geringer ist, wenn ein Befall des Knochenmarks vorliegt
[80].

Die Zeit bis zum Ansteigen der Leukozytenwerte auf Uber 0,5 G/l ist nach PBSCT
(Median 9 Tage) signifikant kirzer als nach autologer Knochenmarktransplantation
(Median 12,5 Tage) [18]. Auch die Anzahl bendtigter Thrombozytentransfusionen fallt
bei der Transplantation peripherer Blutstammzellen geringer aus [30]. Aus dem
peripheren Blut gewonnene Kollektate unterscheiden sich von aus dem Beckenkamm ent-
nommenen Knochenmark durch die Haufigkeit der Expression verschiedener Ober-
flachenantigene. Watanabe et a. vermuten, dal? diese Oberfléchenantigene eine besondere
Rolle fur das ,,Homing" der Stammzellen nach Transplantation spielen, und dal3 diese
Merkmale eine Erkl&rung fur die Unterschiede in der Geschwindigkeit der Rekonstitution
bieten [93].

In einer Untersuchung der durch autologe Knochenmarktransplantationen und PBSCT ver-
ursachten Kosten fanden Bredeson et a. eine Kostenreduzierung durch die Verwendung

von Stammzellen aus dem peripheren Blut anstelle von Knochenmarktranspl antationen.
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Die Gewinnung von Stammzellen aus dem peripheren Blut verursachte Kosten von 3439
Can$ bis 5157 Can$, wahrend die Gewinnung durch direkte Entnahme von Knochenmark
nur mit 2766 Can$ zu Buche schlug. Im Gegensatz dazu fihrt die PBSCT zu einem
deutlich kirzeren Krankenhausaufenthalt nach Transplantation (Median 13 Tage) als eine
KMT (Median 20 Tage), und damit zu einer deutlichen Kosteneingparung, wenn alle

anfallenden K osten berticksichtigt werden [18].

3.3 Vergleich von autologer gegentiber allogener Transplantation

Im Gegensatz zur autologen Transplantation werden bei der alogenen Transplantation
Stammzellen eines gesunden, moglichst HLA-identischen Spenders verwendet, um nach
einer myeloablativen Chemotherapie die Blutbildungsfunktion des Patienten wiederher-
zugtellen.

Durch die Verwendung von Stammzellen eines gesunden Spenders ist es mdglich, Er-
krankungen zu heilen, die auf einen Stammzelldefekt des Patienten zurtickzufiihren sind.
So wird nach Angaben der EMBT die allogene Stammzelltransplantation bel Kindern
bereits routinemddig bei schweren Immundefekten (z.B. severe combined
immunodefiency, SCID) durchgefiihrt. Eine allogene Transplantation bei aplastischer
Anadmie oder bestimmten Enzymdefekten ist im Rahmen von Studienprotokollen méglich.
Nur im Idealfal steht ein - genetisch identischer - eineliger Zwilling als Spender zur

Verfigung (syngene Transplantation) [33].

Wie in Abschnitt 1.2.4 bereits angesprochen, kdnnen bel der allogenen Transplantation
immunkompetente Zellen des Spenders verschiedene Gewebe des Empfangers angreifen.
Man kann hier die akute Graft-versus-Host Reaktion, die innerhalb der ersten drei Monate
meist an Haut, Leber und Gastrointestinaltrakt auftritt, von der chronischen GvH-

Krankheit (GvHD) unterscheiden [95].
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Das Auftreten einer GvH-Resktion ist abhéngig vom Grad der genetischen Uberein-
stimmung zwischen Spender und Empfanger. Aufgrund des ausgepragten Polymorphismus
der Oberflachenmerkmale des HLA-Systems (human leukocyte antigen) ist es jedoch
aul3erordentlich schwierig, einen passenden Spender fir die Transplantation zu finden.
Die beste Ubereinstimmung findet sich hierbei meist in der unmittelbaren V erwandtschaft
des Patienten (Geschwister). Die Wahrscheinlichkeit, in einer Spenderdatel einen
passenden Spender zu finden, hangt stark von der Anzahl der erfaldten freiwilligen
Spender ab [84]. Es zeigte sich, dal3 Transplantationen von im HLA-System Uber-
einstimmenden Spendern trotzdem mit einer hdheren Morbiditét und Mortalitét einher-
gehen, als Transplantationen von im HLA-System Ubereinstimmenden Verwandten. Dies
|&%t sich darauf zurtickzufiihren, dal3 durch die HLA-Typisierung noch nicht ale fir die
Transplantation wichtigen unterschiedlichen Merkmale erfaldt werden konnen [54, 84].
Neben den Komplikationen, die durch die GvHD verursacht werden, zeigt sich aber auch
ein postiver Effekt: Weiden et a. zeigten einen Einflul3 der GvH-Reaktion auf die
Rezidivwahrscheinlichkeit und die Uberlebenszeit nach Knochenmarktransplantation bei
akuten Leukdmien: Die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs war in der Gruppe der
Patienten mit GvHD signifikant niedriger, as bel den Patienten ohne. Ebenso war die
Uberlebenswahrscheinlichkeit mit GvHD hoher, als ohne. Dieser Effekt, der auch as
Graft-versus-leukaemia Effekt bezeichnet wird, ist besonders auf die chronische GvH-
Krankheit zurtickzufhren [95].

In den letzten Jahren riickte zunehmend die Bedeutung dieser immunol ogischen Vorgange
bei der alogenen Stammzelltransplantation in den Blickpunkt. Man hat erkannt, dal3 die
Wirksamkeit der allogenen Stammzelltransplantation nicht nur auf der vorangehenden
Hochdosis-Chemotherapie beruht, sondern dal3 der Reaktion immunkompetenter T-

Lymphozyten des Spenders mit den verbliebenen Tumorzellen des Empfangers eine
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besondere Bedeutung zukommt. Die transplantierten alogenen Stammzellen dienen nicht
nur der Wiederherstellung der Blutbildung nach myeloablativer Therapie, sondern
entfalten einen eigenen therapeutischen Effekt, der in der Bedeutung zunéchst lange
unterschdtzt wurde [58]. Slavin et a. zeigten auf diesem Hintergrund durch die
inzwischen auch as ,Mini-Transplantation® bezeichnete Methode die Kklinische
Nutzbarkeit des Graft-versus-leukaemia bzw. Graft-versus-tumor Effektes: Eine nicht-
myeloablative Chemothergpie schafft die benttigte Immuntoleranz des Empfangers
gegeniber den transplantierten alogenen Stammzellen. Aus dem Transplantat
hervorgehende immunkompetente Zellen des Spenders erkennen neben den gesunden
ha&matopoetischen Zellen des Empfangers auch den malignen Zdlklon ds , fremd* und
entwickeln auf diese Weise einen antineoplastischen Effekt [82].

In den ersten Wochen nach der Transplantation ist eine gemischte Herkunft der Hamato-
poese nicht ungewohnlich (Chimérismus). Haufig verringert sich im Laufe der Zeit der
Antell der Blutbildung aus den residualen Stammzellen des Empfangers und es entwickelt
sich ein kompletter Chimérismus mit ausschlieldich aus Stammzellen des Spenders

stattfindender Hamatopoese [58].

Die frihe transplantationsassoziierte Toxizitét ist bei der Mini-Transplantation deutlich
geringer als bei einer myeloablativen Hochdosis-Chemotherapie mit anschlief3ender
Stammzelltransplantation. Aus diesem Grund stellt die Mini-Transplantation besonders
fUr dtere Patienten oder fur Patienten mit Kontraindikationen gegen die Durchfiihrung
einer allogenen Stammzelltransplantation eine Alternative dar. Bisher liegen jedoch noch
keine Ergebnisse grof¥er Studien Uber die Mini-Transplantation vor, auch Uber die
Langzeitfolgen it nur wenig bekannt, so dal3 zu dieser Methode noch ein grofier

Forschungsbedarf besteht [58].
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3.4 Pergpektiven der Blutstammzelltransplantation

3.4.1 Transplantation von Zellen aus Nabelschnurblut

Das nach der Geburt eines Kindes noch in Plazenta und Nabelschnur enthaltene Blut
enthdlt eine hohe Anzahl an hdmatopoetischen Stammzellen. Sie reicht aus, um eine Re-
konstitution des blutbildenden Systems nach myeloablativer Chemotherapie zu erreichen
[43, 53, 76]. Die Transplantation von Zellen aus Nabelschnurblut bietet somit eine
Alternative zur alogenen Knochenmarktransplantation.

Fur den Aufbau einer Nabelschnurblutbank wird nach der Geburt eines Kindes routine-
maldig das in Nabelschnur und Plazenta enthatene Blut entnommen, kryokonserviert und
mit seiner HLA-Typisierung in eine Datenbank aufgenommen. Da Nabelschnurblut leicht
zuganglich ist und in grofen Mengen as ,,Nebenprodukt® anfélt, kann in relativ kurzer
Zeit eine grofe Anzahl an Einheiten erhalten werden [75]. Ein Nachteil des Aufbaus von
Nabel schnurblutbanken liegt jedoch in den mit der Kryokonservierung und Lagerung der
grofen Anzahl an Kollektaten verbundenen Kosten [75]. Die Zahl der bisher verfiigbaren
Kollektate liegt mit 60.000 ca. 20-50fach niedriger als die Zahl spendebereiter
registrierter Menschen. Es ist nicht klar, ob die geringere Chance ein Match in dieser
.Kleinen Bank® zu finden durch die bessere Toleranz von Blutstammzellen aus
Nabel schnurblut langfristig kompensiert werden kann [45]. Unklar sind auch juristische
Probleme, die sich fur die Gewinnung und Verwendung von Nabelschnurblut ergeben

konnen.

3.4.2 Expansion hamatopoetischer Stammzellen

Wéhrend bel der Uberwiegenden Anzahl der Patienten eine ausreichende Menge an
Stammzellen kollektioniert werden kann, wére es bei einem Tell der Patienten

winschenswert, eine grof3ere Anzahl Stammzellen zur Verfiigung zu haben.
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Eine vielversprechende Méglichkeit bietet die ex-vivo Expansion von Stammzellen, bel
der versucht wird, die gewtinschten Zellen durch geeignete Kulturbedingungen zu ver-
mehren. Auf diese Weise konnte die Anzahl an notwendigen Kollektionierungen
vermindert werden, um genlgend Stammzellen fir eine sichere Transplantation zu
erhalten, welches die mit der Kollektionierung verbundene Morbiditét reduzieren konnte
[62]. Gleichzeitig reduziert sich das Risko einer Tumorzellkontamination des
Transplantates, wenn eine Proliferation der Tumorzellen unter den gegebenen Kultur-
bedingungen nicht oder nur unzureichend maoglich ist [7, 20]. Weiterhin kann durch eine
hohere Anzahl transplantierter Stammzellen die Dauer der Leukozytopenie verkirzt und
die Anzahl an Komplikationen vermindert werden [14, 94].

Alcorn et a. kultivierten CD34"-Zéllen, die nach der Kollektionierung zunachst kryo-
konserviert wurden, zusammen mit einer Zytokinkombination (SCF, IL-3, IL-6, IL-1b,
Erythropoetin). Nach acht Tagen zeigte sich eine mittlere Steigerung der Zellzahlen auf
das 21fache (CFU-GM auf das 92fache, BFU-E auf das 46fache). Die Patienten erhielten
die expandierten Zellen zusammen mit unmanipulierten Kollektaten. Bel den zehn
Patienten wurden keine Nebenwirkungen festgestellt [7]. Lazzari et a. untersuchten den
Einflufd verschiedener Zytokinkombinationen auf das in vitro Wachstum hématopoetischer
Stammzellen aus Nabelschnurblut und erreichten eine Vermehrung von CD34"-Zéellen auf
das 235,6fache nach funf Wochen bzw. auf das 5205,6fache nach zehn Wochen. [46].
Williams warf die Frage auf, ob nicht die Expansion die langfristige Proliferations-
kapazitdt hamatopoetischer Stammzellen zugunsten einer hoheren Anzahl von
determinierten Vorléuferzellen vermindert, welche nur die kurzfristige Rekonstitution der
Hamatopoese verursachen. Dies fuhrt zwar zu einer schnelleren Erholung von

Leukozyten- und Thrombozytenzahlen nach Transplantation, trifft aber keine verl&3iche
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Aussage Uber das Potential, dauerhaft die Funktion der Blutbildung wiederherstellen zu

konnen [96].

3.4.3 Gentherapie

Die Gentherapie beinhaltet Therapieformen, bei denen genetisches Materia in
menschliche Zellen eingebracht wird. Die Ubertragung der DNA geschieht uber
spezifische Retroviren. Nach der Infektion einer Zielzelle wird die aus der Vektor-RNA
transkribierte DNA an zufélliger Stelle in das Genom der Zielzelle eingebaut und unter
bestimmten Voraussetzungen auch exprimiert. Voraussetzung fur den Einbau der Gen-
sequenz ist jedoch eine Zdlteilung der Zielzelle. Unter diesen Umstanden ist eine Gen-
therapie des ruhenden Stammzellpools nicht mdglich. Bel einer Stimulation mit ver-
schiedenen Zytokinen bleibt die Frage offen, ob dadurch nicht nur eine Proliferation,
sondern gleichzeitig auch eine Differenzierung der Zellen erreicht wird, die zur Folge hat,
dal3 der Einbau der DNA-Sequenzen vorwiegend in bereits differenzierte Vorlauferzellen
und nicht wie gewlnscht in echte multipotente Stammzellen geschieht [62, 64].

Der Einbau bestimmter Gensequenzen in Zellen eines Kollektats kann die Frage nach der
Herkunft eines Rezidivs beantworten. Nach einer Hochdosis-Chemotherapie mit auto-
loger Stammzelltransplantation kann ein Rezidiv entweder auf eine im Kollektat ent-
haltene Tumorzellkontamination zurtickzufiihren sein, oder die Ursache liegt darin, dai3
durch die Hochdosis-Chemotherapie nicht alle Tumorzellen zerstért wurden [24, 72]. Bel
acht Patienten mit Neuroblastom in Remission wurde von Rill et a. das gesasmmelte
Knochenmark mit Hilfe eines retroviralen Vektors durch das Neomycin-Resistenz-Gen
markiert, bevor esim Rahmen einer autologen Knochenmarktransplantation transplantiert
wurde. Bei alen drei Patienten, bei denen ein Rezidiv beobachtet wurde, konnte das
Markergen nachgewiesen werden, so dald von einer Betelligung der im Kollektat

enthaltenen Tumorzellen an den Rezidiven ausgegangen werden mul3 [ 72].
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Ein Einsatz der Gentherapie, um spezifisch mutierte Gensegquenzen in vivo zu reparieren,
ist zur Zeit aus verschiedenen Griinden noch nicht moglich: Zum einen fehlt bis jetzt eine
praktikable Moglichkeit, die Ubertragenen Gensequenzen an einer spezifischen Stelle im
Genom einzubauen. Zum anderen ist die Effizienz der Ubertragung durch Retroviren zu
niedrig, d.h. die Gbertragenen Gensequenzen werden von nur einem geringen Anteil von
Zdlen tatséchlich in das Genom eingebaut. Desweiteren wére es nétig, die Gensequenzen
spezifisch in die Tumorzellen zu Ubertragen, um unerwtinschte Wirkungen auf normale
Zdllen zu vermeiden [62, 71].

Ein weiteres Einsatzgebiet fir die Gentherapie ist die Ubertragung von Genen in hamato-
poetische Stammzellen, die die Resistenz gegentiber bestimmten Zytostatika erhthen, z.B.
durch die Produktion von Efflux-Pumpen, die aktive Metabolite aus der Zelle beférdern.
Nach Kollektionierung, Ubertragung der gewiinschten Gensequenz und anschlieRender
Reinfusion der Stammzellen konnte so eine Population von Stammzellen etabliert werden,

die anschlieffende Zytostatikagaben in hdherer Dosierung toleriert [62].

3.5 Zusammenfassung
In den Jahren 1992 bis 1998 wurde bei 59 Patienten in der Medizinischen Klinik 1V des
Universitétsklinikums der RWTH-Aachen eine Hochdosis-Chemotherapie mit an-

schlief3ender autologer Stammzelltransplantation durchgefihrt.

Die Hochdosis-Chemotherapie mit anschlief3ender autologer Stammzelltransplantation ist
eine bei einer Reihe von Tumorerkrankungen der konventionellen Chemotherapie Uber-
legene Behandlung. Durch die autologe Stammzelltransplantation kdnnen die Neben-
wirkungen einer Chemotherapie auf die Hamatopoese, die sonst oftmals den limitierenden
Faktor darstellen, Uberwunden werden. Durch die nun mdgliche Steigerung der

Dosisintensitdt kann bei einer groferen Anzahl von Patienten eine Remission erreicht
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werden, gleichzeitig kann die Dauer der Remissionen verlangert und auch hohere
Heilungsraten bei bestimmten Tumorerkrankungen erreicht werden.

Die PBSCT ist in Zentren mit entsprechender Erfahrung und apparativer sowie
personeller Ausstattung sicher durchftihrbar und wird as Behandlungsmdglichkeit von
den Patienten angenommen und auch im Ruckblick in den allermeisten Falen positiv
beurteilt.

Eine Patientin entwickelte in der Folge der Hochdosi stherapie eéine CMV-Pneumonie und
verstarb 50 Tage nach der Transplantation an einem Multi organversagen.

Bei zwei Patienten fand durch die Transplantation keine ausreichende Rekonstitution der
Hamatopoese dtatt, so dal’ eine zweite Stammzellrtickgabe erfolgte, die zu einer hdmato-
logischen Rekonstitution fiihrte.

Am 30.06.2001 lebten noch 23 Patienten und befanden sich in regelmédiger Nach-
kontrolle, 10 davon waren seit der Transplantation rezidivfrel in kompletter Remission.
Bei den inzwischen verstorbenen Patienten fand sich als fuhrende Todesursache das Auf-
treten eines Tumorrezidivs.

Obwohl die autologe Stammzelltransplantation bei einigen Erkrankungen bereits fest as
Behandlungsalternative etabliert ist, mussen weitere Indikationen identifiziert und in
Studien untersucht werden. Auch die Moglichkeiten der ,, Mini-Transplantation* und der

Gentherapie bieten fur die Zukunft interessante Perspektiven.
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5 Anhang

5.1 Abkurzungsverzeichnis

ALT Alaninaminotransferase

AMG Arzneimittel gesetz

AST Aspartataminotransferase

BEAM BCNU, Etoposid, Cytarabinosid = Alexan® und Melphalan
BFU-E burst-forming-unit fur Erythrozyten

BMT bone marrow transplantation

CARES Cancer Rehabilitation Evaluation System

CcBvV Cyclophosphamid, BCNU und Etoposid = Vepesid®

CD cluster of differentiation

CFU-Bas colony-forming-unit fir basophile Granulozyten

CFU-Eo colony-forming-unit fir eosinophile Granulozyten
CFU-GEMM colony-forming-unit fir Granulozyten, Erythrozyten, Monozyten und
Megakaryozyten

CFU-GM colony-forming-unit ftr neutrophile Granulozyten und Makrophagen
CFU-Mega  colony-forming-unit fir Megakaryozyten

CMV Cytomegalievirus

CR complete remission

DMSO Dimethyl sulfoxid

DRST Deutsches Register fur Stammzelltransplantationen
EBMT European Group for Blood and Marrow Transplantation
FACT Functiona Assessment of Cancer Therapy Scale

FLIC Functional Living Index Cancer

FUO fever of unknown origin

G-CSF colony-stimulating-factor fir Granulozyten

GM-CSF colony-stimulating-factor fur Granulozyten und Monozyten
GvH Graft-versus-Host

GvHD Graft-versus-Host Disease

HAES Hydroxyaethylstérke

HLA humean | eukocyte antigen
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HPC haematopoi etic progenitor cell

HSC haematopoietic stem cell

HvG Host-versus-Graft

IBMTR International Bone Marrow Transplantation Registry
KMT Knochenmarktransplantation

LDH Laktatdehydrogenase

NHL Non-Hodgkin-Lymphom

PCHE Pseudocholinesterase

PBS phosphate buffered saline

PBSCT peripheral blood stem-cell transplantation
PCB placental/umbilical cord blood

PD progressive disease

PR partial remission

RSCL Rotterdam Symptom Checklist

SCID severe combined i mmunodefiency

SCF stem cell factor

SD stable disease

VOD (hepatic) veno-occlusive disease

WBC white blood cells
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5.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1-1
Abbildung 1-2

Abbildung 1-3

Abbildung 1-4
Abbildung 2-1
Abbildung 2-2
Abbildung 2-3
Abbildung 2-4

Abbildung 2-5
Abbildung 2-6

Abbildung 2-7
Abbildung 2-8

Abbildung 2-9

Abbildung 2-10
Abbildung 2-11

Abbildung 2-12

Abbildung 2-13
Abbildung 2-14
Abbildung 2-15
Abbildung 2-16
Abbildung 2-17
Abbildung 3-18

Abbildung 3-1
Abbildung 3-2
Abbildung 3-3

Ablauf autologer und allogener Stammzel ltransplantation

Vorléuferzelle des hamatopoetischen Systems (Elektronenmikroskopie)
aus. Zucker-Franklin et al., Atlas of Blood Cells. Vol. 1. 1988,
Philadelphia: Lea & Febinger. p6. [98]

Das CD34-Antigen aus. Barclay et a., The leucocyte antigen factsbook,
2" Edition, 1997, San Diego: Harcourt Brace & Company. p215. [11]

Stammbaumschema der Hamatopoese (vereinfacht)
Anzahl durchgefihrter Transplantationen

Alter der Patienten bei Transplantation

Vertellung der Diagnosen

Remissionsstatus vor und in erster Verlaufskontrolle nach
Transplantation

Verlauf des Medians der L eukozytenwerte

Exemplarischer Verlauf der Leukozytenwerte bei Kollektionierung
(Pat.Nr. 43)

Beispielhafter Temperaturverlauf bei der Kryokonservierung

Verlauf der medianen Leukozytenwerte im Rahmen der Blutstamm-
zelltransplantation

Verlauf der medianen Thrombozytenzahlen im Rahmen der
Blutstammzel ltranspl antation

Anzahl der transfundierten Blutprodukte

Rekonstitution der Hamatopoese (Leukozyten 3 1 G/I und
Thrombozyten 3 30 G/I)

Verlauf von Aspartataminotransferase (AST), Alaninaminotransferase
(ALT) und Gesamt-Bilirubin

Verlauf von Fibrinogen und Pseudocholinesterase

Verlauf der Laktatdehydrogenase (LDH)

Verlauf von Amylase und Lipase

Verlauf von Harnsaure und Kreatinin

Dauer des stationéren Krankenhausaufenthaltes nach Transplantation

Abhangigkeit der Leukozyten-Rekonstitution von der Zahl
transplantierter CD34+-Zellen

Wahrscheinlichkeit fur rezidivfreies Uberleben (alle Patienten)
Uberlebenswahrscheinlichkeit (alle Patienten)
Uberlebenswahrscheinlichkeit (hochmaligne NHL)
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Abbildung 3-4  Wahrscheinlichkeit fiir rezidivfreies Uberleben (hochmaligne NHL)
Abbildung 3-5  Wahrscheinlichkeit fiir rezidivfreies Uberleben (niedrigmaligne NHL)
Abbildung 3-6  Uberlebenswahrscheinlichkeit (niedrigmaligne NHL)

Abbildung 3-7  Wahrscheinlichkeit fiir rezidivireies Uberleben (Plasmozytone)
Abbildung 3-8  Uberlebenswahrscheinlichkeit (Plasmozytome)
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