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1. Einleitung

Die autologe Transplantation von peripheren hamatopoetischen Stammzellen im
Rahmen einer Hochdosis-Chemotherapie hat sich inzwischen bei der Behandlung
von Tumoren fur bestimmte Indikationen im Kindesalter etabliert; in vielen Fallen
ersetzt sie heute die ungleich aufwendigere Transplantation von Stammzellen aus
dem Knochenmark. So ist es mit Hilfe der Stammzelltherapie gelungen, eine
Realisierung neuer Strategien der Tumorbekampfung, namentlich die Hochdosis-
Chemotherapie, auch in der Kinderheilkunde einzufihren und zu standardisieren.
Gerade fur Kinder mit Tumor-Rezidiven und hochmalignen Tumoren ergeben sich
hierdurch neue Chancen und Perspektiven einen kurativen Therapieansatz.

Der vorbereitende Schritt vor einer autologen Transplantation von peripheren
Blutstammzellen im Rahmen einer Hochdosis-Chemotherapie ist die Mobilisierung
der CD34+ Stammzellen. Mit Hilfe von gentechnisch hergestellten, den Mediatoren
des menschlichen Kérpers sehr &hnlichen Wachstumsfaktoren (G-CSF, GM-CSF,
SCF), kann das Knochenmark zur Ausschittung von pluripotenten Stammzellen der
Hamatopoese ins periphere Blut stimuliert werden. Dies geschieht meist im Anschluf3
an eine Chemotherapie. In einem fir den Patienten vergleichsweise wenig
belastenden, wenngleich technisch aufwandigen Verfahren erfolgt die Apherese der
Leukozyten aus dem peripheren Blut und die anschlieBende Herstellung des
eigentlichen Transplantates. Dieses kann dem Patienten dann z.B. in der Folgezeit
einer Hochdosis-Chemotherapie transplantiert werden.

Da diese Mobilisierung der Stammzellen aus dem Knochenmark und die
anschlielende Apherese Grundlage fur das Gelingen einer Transplantation sind, gibt
es viele Ansatze, dieses Verfahren zu modifizieren und sowohl qualitativ als auch
gquantitativ zu verbessern. Auf diesem Wege soll eine hohe Ausbeute an
Stammzellen in mdglichst wenig Apheresen erreicht werden.

Gerade bei péadiatrischen Patienten kann es jedoch zu Problemen bei der
Mobilisierung und der Apherese der CD34+ Stammzellen kommen, die sogar das
Gelingen einer Transplantation in Frage stellen kdénnen. Totales oder partielles
Nichtansprechen der Hamatopoese und Stammzellausschittung auf die
Wachstumsfaktoren kann eine Transplantation verhindern und somit auch die durch
eine solche gegebene Chance auf die Vernichtung der Tumorzellen im Rahmen einer
Hochdosis-Chemietherapie nehmen. Im Sinne des Patienten gilt es daher,
Bedingungen zu schaffen, welche die Mobilisation einer mdglichst groRen Zahl von
Patienten mit hochgradigen Tumoren zulassen und eine Stammzelltransplantation bei
all jenen Patienten ermdglichen, denen eine Hochdosis-Chemotherapie niitzen kann.



11

111

Zeitgenodssische Modellvorstellungen von der Ham  atopoese
Strukturierte Analyse der hamatopoetischer Vorgange

Da unser Wissen um die komplizierten Vorgdnge wahrend der Hamatopoese sowie
um die Interaktionen der unzahligen Einflisse auf die Entstehung des Blutes im
Knochenmark die tatsachlich ablaufenden Vorgdnge wahrend der Hamatopoese
wabhrscheinlich nur grob skizziert, kommt man nicht umhin, eben jene Vorgénge in
einfache Modelle und Betrachtungsweisen zusammenzufassen. In Anlehnung an den
Versuch von Elfenbein et al (Elfenbein GS et al.), ein solches Modell der
Hamatopoese auf dem Boden der Mathematik aufzustellen, kann man die Stimulation
der CD34+ Stammzellen in vivo in einem Diagramm mit drei Dimensionen
wiedergeben, wobei jede der drei Achsen einen der drei Hauptparameter bezeichnet,
welche die Reaktion des menschlichen Korpers auf eine Stimulation der
Hamatopoese zumindest teilweise darstellen kénnte. Dies sind nhamentlich:

a) Die Konzentration an G-CSF im Blut des Patienten (endogene und exogene
Zufuhr) als Indikator fur die Stimulation,

b) die Menge an CD34+ Zellen im peripheren Blut und im Knochenmark als MaRR des
Stimulationserfolges, und

c¢) als vielleicht grofdte EinfluRgroRe auf den Erfolg einer Stimulation mit G-CSF all
jene EinfluRgréRen, die man unter dem Begriff "Microenviroment " zusammenfal3t.
Das "Microenviroment" wird dabei definiert als die zellularen Elemente des
Knochenmarkstromas einschliefRlich deren Oberflachenmolekiile, sowie der nicht
zellularen Elemente des Stromas einschlie3lich aller 16slichen und nichtléslichen
Zellprodukte desselben.

Unter dieser Voraussetzung ist also die Darstellung einer Stimulationssituation im
Patienten bei Kenntnis aller Parameter in Form eines Diagrammes mit drei
Dimensionen vorstellbar. Jeder aktuellen Situation
in einem individuellen Patienten ware genau ein
Punkt mit drei Koordinaten zuzuweisen, welcher
den Stimulationserfolg anzeigte. Da eine Messung
von Qualitat und Quantitat des "Microenviroments”
nicht mdglich ist, kann die Darstellung nur in
relativer Form erfolgen. Dann wird auf der X-Achse
die absolute oder relative Anzahl der Stammzellen
aufgetragen, auf der x-Achse die G-CSF-
Konzentration. Die z-Achse zeigt die relative >
Fahigkeit des  Knochenmarkes an, die Ch s g el SRR

A

ZD34 + Stamm z=llen il

Hamatopoese zu unterstiitzen. In einem solchen AP>- 11 Darstellung — der
Hamatopoese als Diagramm mit

Modell existiert fur jeden der drei Parameter eine  drei Achsen als zeitgendssische
. . . . Modellvorstellung.

Dosis-Wirkungskurve, solange die anderen beiden

Parameter konstant gehalten werden. Der Verlauf dieser Kurve ist nicht

voraussagbar, dennoch ermdglicht die Darstellung eine Einordnung der aktuellen

Stimulationssituation im Patienten, und verdeutlicht die derzeit existierende
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Vorstellung lUber den "steady state" der Hamatopoese, und die Grundlagen dessen
Beeinflussung .

Da das Verstéandnis dieser drei Einflisse (Wachstumsfaktor, CD34+ Stammzelle und
Einflisse des Mikroenviroments) Voraussetzung fur die Optimierung der Mobilsierung
CD34+ Zellen ist, sollen sie im folgenden kurz dargestellt und erlautert werden.

Ubersicht tiber die Hamatopoese

Das Blut als flissiges Organ ist in seiner Gesamtheit in einen standigen
Umbauprozess eingebunden, der weithin als Hamatopoese zusammengefasst wird.
Dieser Prozess umfasst die Proliferation, Differenzierung, Funktion und das
Absterben von Blutzellen unterschiedlicher Linien, die sich wiederum nach
Morphologie, Funktion und auch nach genetischen Gesichtspunkten unterteilen
lassen.

Ca. 1 Billion taglich neugebildete Zellen (in einem ca. 70 kg schweren méannlichen
adulten Probanten), davon 200 Milliarden Erythrozyten und 70 Milliarden
Granulozyten, verweisen deutlich auf das enorme Potential dieses kontinuierlichen
Erneuerungsprozesses (Dancey JT et al. 1976). Bei der Frage nach dem Ursprung
dieser Zellenflut fuhrt die Literatur direkt zu den pluripotenten Stammzellen (Ogawa M
1993). Stammzellen, definiert als Zellen, welche die Langzeitblutbildung,
gegebenenfalls auch die Kurzzeitblutbildung von Empféangern wieder herstellen
konnen. Sie sind, im Gegensatz zu den ausdifferenzierten Blutzellen, zur
Selbsterneuerung im Sinne einer Proliferation fahig. Eine kurzzeitige Regeneration
der Hamatopoese kann durch die Differenzierung der Progenitorzellen zu den
einzelnen Zellreihen erreicht werden.

Proliferation ist defintionsgemald die Wucherung von ganzen Geweben (lat. proles:
Nachkommen, ferre: bringen) , also eine durch Zellteilung einzelner Zellen bewirkte
Volumen- bzw. Zellzahlzunahme eines gesamten Gewebes.

Die Differenzierung hingegen bezeichnet einen die individuelle Zelle betreffenden
Prozess der Entwicklung, welcher sich durch eine Anderung von Zellfunktion und
Morphologie ausdrickt und wohl am ehesten einer Ausreifung im Sinne einer
Spezialisierung entspricht (Mintefering et al 1995).

Proliferation und Differenzierung der Stammzellen sind also die Grundlage fur die
nahezu unerschopfliche Regeneration des Zellpools im Knochenmark. Die Suche
nach Antworten auf die Frage, in welcher Weise nun die Balance zwischen
Proliferation und Differenzierung der Stammzelle gehalten wird, fuhrt unweigerlich zu
einer Reihe von Modellen, welche die Regulation der Hamatopoese zu erfassen
versucht haben.

Wahrend das induktiv-deterministische Modell (Curry, Trentin 1967, Curry et al
1967a, Curry et al Curry et al 1967, Trentin 1970, van Zant et Goldwasser 1979) von
einer Beeinflussung und Regulation der Proliferation und Differenzierung der
Stammzellen durch exogene Faktoren ausgeht, und durch die Einfihrung der These
Uber die Mitbeeinflussung durch das sog. Microenviroment noch erweitert wurde,
gehen Till und McCulloch (1980) von einem rein zufélligen Prozess aus. Dass diese
Wahrscheinlichkeiten, mit denen der Zufall in der ein oder anderen Weise auf die
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Zellenentwicklung einwirkt, durch Prozesse von auf3en variiert werden kénnen, legt
das Dexter-Modell von 1987 (Dexter 1987) nahe. Man kann heute davon ausgehen,
dass eine Kombination der beiden Grundvorstellungen, namentlich des
deterministischen und stochastischen Modells, am ehesten einen Eindruck von dem
wiederzugeben vermag, was in vivo tatsachlich geschieht.

Der Stammbaum der regelrecht ablaufenden Hamatopoese

Die Ausgangszelle der Entwicklung aller Blutzellen im menschlichen Korper wird als
die omnipotente Stammzelle bezeichnet. Diese besitzt die Fahigkeit zur Reduplikation
und zur Differenzierung. Sie bildet den unsterblichen Klon von Stammzellen, der die
Regeneration des Organes Blut aufrecht erhalt. Die Ausdifferenzierung dieser
omnipotenten Zelle fuhrt zu den beiden Reihen pluripotenter Stammzellen, welche
bereits die Gesamtheit der Blutzellen in eine myeloische und lymphatische Reihe
gliedern. Durch weitere Aufgliederung sowie durch Differenzierung in die
unterschiedlichen Progentorzellen wird schlie3lich die Produktion jeglicher bendtigter
Blutzellen ermoglicht.
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Die Proliferation des Blutes wird unter anderem durch den Einfluld von
Wachstumsfaktoren bestimmt, von denen vier in besonderem MalRe die
Hamatopoese bestimmen: G-CSF stimuliert relativ spezifisch die neutrophilen
Granulozyten, M-CSF die Makrophagen und Monozyten. IL-3 und GM-CSF
stimulieren beide genannten Zelltypen. Weitere Wachstumsfaktoren sind SCF, EPO
sowie TPO/MGDF. Als zellulare Basis der unter dem Begriff Hamatopoesis
zusammengefassten Entwicklung ist die CD34 positive Stammzelle zu sehen, die
etwa 0,4% der gesamten hamatopoetischen Zellen ausmacht (Hall, Watt 1989).

Die CD34 positive Stammzelle
Zytologische Betrachtung der CD34+ Stammzelle

Die CD34+ Stammzelle unterscheidet sich sowohl morphologisch als auch
immuncharakteristisch ~ bei ihrem Auftreten im peripheren Blut von der im
Knochenmark. In der Farbung nach Papenheim zeigen sich im peripheren Blut
homogene, gleichgrol3e, runde lymphozytendhnliche Zellen , wéhrend die Zellen im
Knochenmark unterschiedliche GréRen aufweisen. Die Kerne der Zellen erscheinen
leicht eingekerbt, violett-blau und zeigen ein bis zwei Nucleoli. Der schmale
Zytoplasmasaum farbt sich basophil dunkelblau.

Morphe:

Zellflache im peripheren Blut: 92,12 +/-7,8 pm?
Durchmesser im peripheren Blut: 10,3 +/-0,4 pum
Zellflache im Knochenmark: 120 +/- 29 pm?
Durchmesser im Knochenmark: 12 +/- 1,6 um

Kern-Plasma-Relation (Zytospin)

peripheres Blut 0,69
Knochenmark 0,62
(nach Tiehle J et al 1995)

Die Myeloperoxidase- , Saure Phosphatase-, Naphtol AS-D Chloroacetat- und
Alkalische-Phosphatase-Farbungen fallen negativ aus. Anfarbbarkeit zeigt sich bei
Alpha Naphtol Acetat Esterase in 5% der Zellen im peripheren Blut, bei fehlender
Anfarbbarkeit der Zellen im Knochenmark. Die B-Glucuronidase-Farbung zeigt eine
Anfarbbarkeit von 95% der Zellen sowohl im Knochenmark als auch im peripheren
Blut. In der PAS-Farbung bleiben die Zellen unangefarbt (Drebber U, 1998).

Immunhistochemisch lassen sich auf den CD34+ Zellen des Knochenmarkes und des
peripheren Blutes u.a. folgende Oberflachenantigene nachweisen (aufgelistet wurden
nur solche, die in mehr als 5% aller CD34+ Zellen vorkommen):
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Vorkommen auf auf Zellen im auf Zellen im

CD34+ Zellen (%) peripheren Blut Knochenmark

90 - 100 % CD34, CD45, CD34, CD45, CD43
CD43

20-30% CD45RA, CD11a, Ret40f
CDllc

10-15 % CD15 CD20, CD11a,

PCNA
5-8% RET40f, CD20 CD15, CD45RA,

CD45R0, CD11c

Tab.1.1 Darstellung der relativen Haufigkeit von ausgewahlten Oberflachenmarkern auf CD34+ Zellen des peripheren
Blutes und des Knochenmarks (nach Tiehle J et al 1995)

Des Weiteren exprimieren mehr als 95% der CD34+ Zellen des Knochenmarks HLA-
DR, und bis zu 74% sind positiv fir CD18. Dabei stellen sich die CD34+/CD18- Zellen
als kleine, agranuldre Lymphozyten dar, welche den GrofR3teil der Kolonien in
Langzeit-Kulturen bilden, wahrend die CD34+/CD18+ Zellen wesentlich gré3er sind,
und vor allem in Kurzzeitkulturen vorherrschen. CD34+ Stammzellen, die das CD86
Antigen ebenfalls exprimieren (ein naturlicher Ligand des T-Zell-Aktivierungsmolekiils
CD28), weisen eine alloantigenprasentierende Funktion auf (Rondelli D et al 1996).
Die aus dem Knochenmark stammenden CD34+ Zellen weisen zudem gegenuber
den CD34+ Zellen anderer Herkunft einen hohen Prozentsatz an CD19+ Zellen auf,
im Gegensatz zu anderen Zellquellen wie peripherem Blut oder Nabelschnurblut (Van
Epps DE et al, 1994).

Im Zellzyklus zeigen sich Unterschiede zwischen Knochenmark und peripherem Blut.
Nach der Stimulation mit G-CSF befinden sich signifikant mehr CD34+ Zellen im
peripheren Blut in der G;-Phase (80%) als im Knochenmark selbst (60%). Der Anteil
der Zellen in Gg-Phase ist jedoch in Knochenmark und Blut gleich. (Lemoli RM et al.
1998).

Das CD34 Oberflachen-Antigen

Das CD34 Oberflachenantigen hat in der Stammzellforschung nach wie vor einen
besonderen Stellenwert und ist zur Zeit das in der Praxis wichtigste Merkmal der
hamatopoetischen Stammzellen. AusschlieBlich auf multi- und pluripotenten
Vorlauferzellen ausgepragt, ermdglicht es eine eindeutige Differenzierung zwischen
ausgereiften Leukozyten und Vorlauferzellen - eine absolute Voraussetzung fur die
Charakterisierung, Selektion und den therapeutischen Einsatz von Stammzellen in
der Hamatologie und Onkologie (Berenson RJ et al. 1988).

Bei dem Transmembranmolekiil der Klassifizierung CD34 handelt es sich um ein die
Zellmembran einfach passierendes Glykoprotein vom Typ |. Das Molekulargewicht
des Molekils ist abhdngig vom seinem Reduktionszustand und schwankt zwischen
110 und 120 Kilodalton. Einen besonderen Einfluld auf das Molekulargewicht hat auch
die Ladung des CD34-Rezeptors, welche maRgeblich durch Besetzung der
Glykosylierungstellen beeinflult wird. Fir den natirlichen Zustand des Molekils



ergibt sich daraus folgend ein Molekulargewicht von 116 kD, wahrend ein CD34-
Molekul, bei dem alle Glykosylierungsstellen voll besetzt sind, ein Molekulargewicht
von 150 kD hat (Greaves MF et al 1992; Sutherland DR et Keating A 1992). Der
Proteinanteil des Molekuls besteht aus einer Kette von 385 Aminosduren; ausgehend
von NHs-terminalen Ende des Molekils schlieRen diese auf der AulRenseite der
Zellmembran neun Stellen zur N-Glykosylierung und eine nicht ndher bestimmte Zahl
an Stellen zur O-Glykosylierung ein. Es wird weiterhin ein kleines CD34 Molekdl
beschrieben, dessen intrazellularer Teil verkirzt, bei dem der extrazellulare Anteil
jedoch unverandert ist. Dieses kleinere CD34 Oberflachenmolekill hat einen
Proteinanteil aus 323 Aminoséduren und liegt mit 100 kD unter dem ermittelten
minimalen Molekulargewicht des langeren CD34 Molekils. Die vollstdndige Form des
CD34+ Molekluls besitzt eine intrazellulare Doméane, welche diverse
Phosphorylierungsstellen aufweist, wahrend diese bei der verklrzten, rudimentareren
Form fehlen (Lanza F et Piacibello W). Alle h&matopoetischen Progenitorzellen,
sowohl omni- wie auch pluripotente, exprimieren das CD34-Molekil an ihrer
Zelloberflache. Erst bei weiterer Ausdifferenzierung nimmt die Exprimierung des
CD34-Molekiils ab, bis schlie3lich kein CD34-Molekul mehr an der Oberflache der
weiter ausgereiften Zellen nachzuweisen ist. Diese Zellen werden sodann als CD34 -
(negativ) bezeichnet. (Civin CL et Gore SD 1993).

Die Exprimierung des zuerst mit dem monoklonalen My10-Antikdrper identifizierte
CD34-Molekil wird mit 1-4 % der Zellen im menschlichen Knochenmark (Catlett
1991, Auditore-Hargreaves et al 1994), mit 3,8 Zellen pro pl im peripheren Blut und
mit weniger als 0,2% der Leukozyten des peripheren Blutes (Bender et al 1991, Kato
et Radbruch 1993) angegeben.

Die physiologische Bedeutung und Funktion des CD34 Molekiils ist bisher noch nicht
hinreichend aufgeklart; aufgrund seiner Bindungskapazitat fir CD62L und CD62E
Molekule, die als Adhasionsmolekille der Anhaftung von Leukozyten an die Wand
von Blutgefalen und LymphgefaRen dienen, wéahre eine funktionelle Bedeutung als
Haftstelle zur Bindung der CD34+ Stammzellen an das Knochenmarkkompartiment
denkbar. So scheint das CD34 Molekil verschiedene Funktionen in der Interaktion
zwischen Stammzelle und Microenviroment des Knochemarks, insbesondere bei der
Adhasion von Stammzelle und Knochemarksstroma zu erfillen (Healy L at al 1995).
Auch die Experimente mit CD34 defizienten Méausen lieferten nur wenig Hinweise, da
zwar die Hamatopoese bei diesen Tieren zunadchst langsamer von statten ging, sich
die Tiere jedoch letzen Endes vollig normal entwickeln konnte (Cheng J et al. 1996).
Im Vergleich zu normalen Mausen unterschieden sich die Mutanten weder in der
Regenerationsfahigkeit des Blutes, noch in der Histologie/Zytologie von
Knochenmark und peripherem Blut.

Des weiteren wird das CD34 Molekil nicht nur auf lympho-h&matopoetischen
Stammzellen exprimiert, sondern auch auf den Endothelien kleiner Gefalle
(mikrovaskuléare Zellen), auf einer Fibroblasten-Untergruppe, im Knochenmark, auf
Stroma-Progenitor-Zellen und auf Zellen im fetalen und adulten Nervensystem.
Gesichert ist auch das Vorkommen auf Stromazellen des humanen Fettgewebes
(Gronthos S et al 2001), auf Zellen der Lebersinusoide (Daneker GW 1998), sowie
auf sog. Naturlichen Suppressorzellen (Sugiura K, 1998). Nachgewiesen werden
konnte zudem die Beteiligung von CD34 auch fir die Blutbildung im fetalen
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Dottersack, in der embryonalen Leber und in einigen nicht direkt an der Blutbildung
beteiligten Geweben bei 5 Wochen alten Embryonen.

Da die CD34 Epxression reziprok zur Expression von Adhasionsmolekilen in auf
GefaRendothel nachzuweisen ist, sind gréRere GefalRendothelien eher CD34
negative, Endothelien in Kapillaren CD34 positiv. (Delia D et al 1993). Aus der oben
stehenden Auflistung ergibt sich, da? auch Tumorzellen in der Lage sein kénnen,
CD34 zu exprimieren, wie z.B. fir die chronischen myeloischen Leukamie in der
Blastenkrise nachgewiesen (Favre G et al 1998) ist.

Das CD45 Oberflachenantigen

Beim CD45 Oberflachenantigen handelt es sich um einen grol3en, mehrfach
glycosylierten transmembranen Polypeptidkomplex, der in seiner Auspragung als
spezifisch flr kernhaltige Zellen der Hamatopoese anzusehen ist (Symons A et al
1999). Die Expression des panleukozytaren CD45 Oberflachenantigens ist dabei vom
Entwicklungsstadium der Zelle abhéangig und nimmt, nach einem Initialstadium, mit
Abnahme der CD34-Rezeptoren stetig zu (Loken MR et al 1988).

Durch  Untersuchungen mit monoklonalen Antikérpern konnten mehrere
Untereinheiten des Rezeptors identifiziert, sowie deren Vorkommen auch innerhalb
der Granulozytengranula nachgewiesen werden (Pulido R et al. 1989). Der
zytoplasmatische Anteil des auch als leukocyte common antigen (LCA) bezeichneten
Oberflachenantigens scheint eine Thyrosinphosphatase-Aktivitdit zu besitzen
(Charbonneau H et al 1988) und zur Signaltransduktion beizutragen. Die
extrazellularen Doménen weisen eine Mucin-artige Region, eine Cystein-haltige
Region und eine Region aus drei Fibronektin-Typ Il Domé&nen auf (Symon A et al
1999).

Funktionell ist das CD45-Molekil Uber ein assoziiertes 33 kDa-Protein an der
Aktivierung von T-Lymphozyten beteiligt, wie mit Hilfe der Inhibiton von
Phytohemagglutinin (PHA) nachgewiesen werden konnte (Bernabeu C, 1987).

Da das CD45 Oberflachenantigen auf allen Leukozyten exprimiert wird, kann es in
Kombination mit weiteren zellspezifischen Marken wie dem oben beschriebenen
CD34 Oberflachenmolekill sowie den Zelleigenschaften (Zellgré3e, Zellgranularitat)
zur ldentfizierung von Zellen genutzt werden.
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Granulocyte-Colony Stimulatin Factor (G-CSF)
Physiologischer und pharmakologischer G-CSF

Granulocyte-colony stimulating Factor (G-CSF) ist ein Glykoprotein mit 18-22 kD
Molekilmasse, dessen Genort auf Chromosom 17¢11.2-21 lokalisiert wurde. Es
besteht aus 174 Aminoséuren und ist bei Thr 133 glykosyliert, wobei die Zuckerketten
aus a-N-Actyl-Neuraminsaure, p-Galactose und N-Acetyl-Galaktosamin bestehen
(Groopman 1989, Platzer 1989, Asano 1991). Die Bildung und Ausschittung des
Faktors erfolgt durch mononukledare Zellen im Knochenmark und in der Blutbahn.
Hieran beteiligt sind insbesondere das endotheliale Knochenmarksstroma durch
Interleukin-1-Stimulation, die Monozyten durch Interleukin 3- , Interferon- und
Lipopolysaccharid-Stimulation, sowie die Fibroblasten nach Tumor-Nekrose-Faktor-
Stimulation. Dabei unterliegt die physiologische Ausschittung von G-CSF einer
circadianen Rhythmik, welche ein Maximum um 22 Uhr und ein Minimum von G-CSF
im Blut um 8 Uhr morgens aufweist (Jilma B et al 1999).

Die Wirkung von G-CSF wird Uber eine Interaktion mit G-CSF-Rezeptoren auf den
Zielzellen des Knochenmarks ausgeldst. Der G-CSF-Rezeptor, der auf neutrophilen
Granulozyten nachgewiesen werden kann, besteht aus 759 bis 812 Aminoséuren bei
einem Molekulargewicht von 100 bis 150 kD. Pro neutrophilem Granulozyten ist mit
ca. 3000 Zelloberflachenrezeptoren zu rechnen (Demetrie GD et Griffin JD 1991,
Khwaja A et al 1993). G-CSF bindet an den entsprechenden Rezeptor in einer
tetrameren Anordnung; jeweils 2 G-CSF und zwei Rezeoptor-Molekile bilden einen
solchen Komplex (Aritomi M 1999, Layton JE 1999). Nach der Bindung wird der
Rezeptor-G-CSF-Komplex in die Zelle internalisiert, der weitere Signalweg verlauft
vermutlich Gber Janus-Kinasen und STATs (signal Transducer and Activators of
Transcription). Dabei werden mindestens 3 verschiedene STATs aktiviert (STAT1
und STATS5 Uber die membran-proximale Rezeptorregion, STAT3 Uber die membran-
distale Region). Die Ausschittung von hamatopoetischen Stammzellen ins
Knochenmark hingegen wird wahrscheinlich Uber den VLA-4-Rezeptor geregelt,
dessen Affinitat in der G-CSF-gestitzten Knochenmarkserholung im Vergleich zum
Steady-State-Status signifikant reduziert ist, wobei sich die Zahl der zirkulierenden
CD34+ Zellen im peripheren Blut umgekehrt proportional zum Aktivierungszustand
des VLA-4-Rezeptors darstellt (Lichterfeld et al 2000).

Fur die pharmazeutische Anwendung liegt G-CSF in zwei unterschiedlichen Formen
vor, namentlich als glykosyliertes (Lenograstim) und als nicht-glykosyliertes G-CSF
(Filgrastim). Filgrastim wird rekombinant mit Hilfe von Eschericha coli Bakterien
produziert, Lenograstim wird gentechnisch in Ovarzellen des Chinesischen Hamsters
(CHO-Zellen) hergestellt. Uber die in-vivo Auswirkungen von Lenograstim, dem
glykosylierten, und Filgrastim, dem nicht-glykosylierten G-CSF, stehen sich
widersprichliche Aussagen gegeniber. Gesichert ist, dall die Glykosylierung
grundsatzlich fur viele Molekile einen ausgepragten Effekt auf deren Wirksamkeit,
Verarbeitung, Umwandlung oder Entsorgung hat. Dies wurde auch schon fir einige
andere Wachstumsfaktoren der Hamatopoese, namentlich Erythropoetin und GM-
CSF (Fukuda M et al. 1989, Cebon J et al 1990) nachgewiesen. Mehrere Studien
sprechen Lenograstim einen Vorteil bei der Stimulation von CD34+ Stammzellen in
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vitro und in gesunden Probanten zu (Nissen C et al 1990, Kishita M et al 1992,
Hoglund M et al 1996). Vor allem durch in-vitro-Versuche konnte gezeigt werden,
dass die glykosylierte Form stabiler (Asano S 1991, Kishita M et al. 1992), und auch
potenter in Bezug auf ihre Stimulationsfahigkeit ist (Nissen C et al. 1990). Diese
Beobachtungen haben sich in vivo anhand von Studien an gesunden Probanten
teilweise bestatig (Hoglund M et al. 1996, Hoglund M et al 1997). Andere
Untersuchungen weisen keinen signifikanten Unterschied fur die Anwendung von
glykosyliertem und nicht glykosyliertem G-CSF auf (Lefrere F et al 1999). Der
Unterschied des Mobilisierungspotentials beider Substanzen bei gesunden
Menschen ist aber in jedem Fall als so gering einzustufen, dass er bei dem gréf3ten
Anteil der Patienten Uberhaupt nicht, und bei den schwer stimulierbaren
wabhrscheinlich nur gering ins Gewicht fallt (Watts MJ et al 1997).

Pharmakodynamik und Wirkung

G-CSF wirkt direkt auf die neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut ein. Bekannt
ist eine erhdhte Expression von HLA-DR-, CD34-, CD14- und CD71-
Oberflachenantigenen auf diesen bei einem gleichzeitigen Abfall der Expression von
CD10, CD15 und CD16, parallel zu den G-CSF-Plasmakonzentrationen (Zarco MA et
al 1999). Im Rahmen einer einmaligen Stimulation mit G-CSF steigt die Zahl der
neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut innerhalb von 90 Minuten an, wobei
sich ein Konzentrationsmaximum nach etwa 12 Stunden findet, mit einem
Konzentrationsriickgang nahe dem Ausgangswert innerhalb von etwa 48 Stunden.
Bei Kindern kommt es ca. 4-12 Stunden nach s.c. G-CSF-Bolusgabe zu einem
Maximum der neutrophielen Granulozyten im Blut (Stute et al 1992). Bei niedrigen
Dosen G-CSF (75 bis 300 ug/Tag) verlauft der Anstieg und die Hohe des Maximums
dosisabhéngig (Borleffs JC et al. 1998). Weiterhin bewirkt G-CSF neben einer rein
guantitativen Vermehrung der Granulozyten in vitro auch eine verbesserte
Phagozytosefahigkeit normaler neurophiler Granulozyten gegen Bakterien, nicht
jedoch gegen Pilze (Roilides E et al 1991). G-CSF wirkt sich steigernd auf die
Ausschiittung von IL-2 Rezeptorantagonisten und Tumor NekroseFaktor (TNF) aus.
AuRerdem verzeichnet man eine Veranderung der physiologischen Schlafmuster mit
einer Verkurzung der Tiefschlafphase (mit Delta-Wellen im EEG) unter dem EinfluR3
von G-CSF (Schuld A et al 1999).

Man nimmt an, dass die Wirkung von G-CSF zur Mobilisierung der Stammzellen vor
allem auf den Verlust wichtiger Adhasionsmolekile zurlickzufihren ist, die der Zelle
physiologischer Weise einen Verbleib im Knochenmark erlaubt. Diskutiert werden
hierbei z.B. VLA-4, LFA-1 und LFA3 (To LB et al 1997). Fir die Wirkung von G-CSF
auf die Stammzellen scheint weniger die maximale Konzentration des
Wachstumsfaktors im peripheren Blut entscheidend zu sein, als vielmehr die
dauernde Anwesenheit im Blut. Dies wird durch die Tatsache gestitzt, dass nur ein
kleiner Anteil der zellularen Rezeptoren fur die Wachstumsfaktoren besetzt sein
muss, um eine Wirkung an der Zelle zu vermitteln(Park LS, Urdal DL, 1989).

Neben der beschrieben Wirkung auf die Mobilisierung der neutrophilen Granulozyten
wird ein Einfluss von G-CSF auf das Gerinnungssystem beschrieben. G-CSF-
Rezeptoren lassen sich auf Megakaryozyten und auf Thrombozyten nachweisen, in
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einzelnen Fallbeschreibungen werden Falle von Hyperkoagulopathien bei gesunden
Spendern peripherer Stammzellen gefunden (Kanaju T 1995, Shimoda K 1993,
Anderlini P 1997a).

Ein weiterer Hinweis auf vielfaltige physiologische Wirkungen von G-CSF ist die
Verfiinfachung der pre-DC2-Zellen im peripheren Blut nach G-CSF-Gabe. Pre-DC2-
Zellen (CD4+, CD11c-, IL-3Rait+) gehdren zur Reihe der dendritischen Zellen und
initiieren die Differenzierung von Lymphozyten zur Reihe der TH2 Zellen (Arpinati et
al 2000).

Pharmakokinetik

Die Pharmakokinetik von rekombinantem G-CSF ist vielfach untersucht worden,
dabei mehrfach auch an péadiatrischen Patienten. Die Ergebnisse legen nahe, dass
die Plasmakonzentration von G-CSF dosisabhangig ist, und dass der Modus der
Gabe den Verbleib im Blut bestimmt. Nach einer subcutanen Bolusgabe von G-CSF
folgt die sofort einsetzende Resorption des Wachstumfaktors einer Kinetik O.
Ordnung Das Konzentrationsmaximum im Plasma findet sich bei padiatrischen
Patienten nach 4 bis 12 Stunden (Stute et al 1992), bei adulten eher 4 bis 8 Stunden
nach dem G-CSF-Bolus (Layton JE et al. 1989, Eguchi K et al. 1990). Bei der
subcutanen Applikation wird jedoch nicht die volle Bioverfligbarkeit erreicht, da ein
Teil der Proteine bereits in der Haut durch lokale Proteasen abgebaut wird. Dennoch
ist die Pharmakodynamik von G-CSF nach subcutaner Gabe fir die
Stammzellmobilisierung besser geeignet als nach intravendser (Rosenfeld CS et al
1991). Dieser Effekt ist Uber eine zu schnelle Elimination bei intravendser Gaben, und
ein Depot-Effekt mit langsamer, kontinuierlicher Abgabe von G-CSF aus dem
subcutanen Fettgewebe erklarbar. Dabei liegt bei subcutaner Injektion die
Halbwertszeit bei ca. 3,5 Stunden, mit einer Bioverfligbarkeit von 50-80% (Zeller et al.
,1996).

Die Dosierung von Filgrastim wird in der Neuroblastomstudie NB97 mit 5 pg/kg je Tag
ab Tag 8 nach Beginn von Block N5, bzw. 5ug/kg je Tag ab Tag 9 nach Beginn von
Block N6 bei subcutaner Gabe angegeben. In der Vorbereitung der
Stammzellsammlung nach Block 5 oder 6 der Studie wird eine Dosierung von 1-2x 10
ug/kg pro Tag subcutan vorgegeben. Uber 10 Tage nach Ende der Chemotherapie
hinweg steigt die Plasmakonzentration von G-CSF an, wobei die Hohe der
Plasmagipfels sowohl an Tag 1 wie auch an Tag 10 mit der Tagesdosis korrelierten.
Demgegeniber steht jedoch eine verglichen mit Tag 1 wesentlich hdhere Clearance
(0,57 ml/min/kg an Tag 10, 0,31 ml/min/kg an Tag 1) von G-CSF aus dem Plasma an
Tag 10 (Stute et al 1992, Kawano et al 1999). Dabei wirkt sich die erhdhte Clearance
bei padiatrischen Patienten noch viel starker aus als bei adulten Patienten (Kawano
et al.1999). So verlauft der Abfall der G-CSF-Konzentration im Serum von
padiatrischen Patienten mit fortschreitender Stimulation steiler als bei einer adulten
Vergleichsgruppe. Die Eliminierung von G-CSF erfolgt vermutlich zu einem grofRen
Teil Uber die Endozytose rezeptorgekoppelter Molekiile an Leukozyten, im Urin von
Patienten mit Dosen von bis zu 60 pg/kg G-CSF bei intravendser Injektion war kein
G-CSF nachzuweisen (Petros WP, 1992).
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G-CSF sollte bei intravendser Gabe nicht mit anderen Substanzen gemischt werden,
wobei Filgrastim mit 5% Glucose kombiniert werden kann. Bei Konzentrationen von
weniger als 15 pg/ml sollte der Infusion Albumin hinzugegeben werden, um einer
Adsorption des Wachstumsfaktors an der Wand des Behélters vorzubeugen. Von
Verdinnungen auf Konzentrationen von unter 2 pug/ml wird abgeraten (Petros WP,
1992).

Nebenwirkungen

Neben den meist auftretenden Nebenwirkungen grippeartiger Natur wie Fieber,
Kopfschmerzen, Midigkeit, Knochenschmerzen und Muskelschmerzen kann es auch
zu Diarrhoe, Ubelkeit und Erbrechen kommen. Relative Kontraindikationen sind,
aufgrund der myeloproliferativen Wirkung, maligne myeloische Grunderkrankungen,
bei denen G-CSF das Wachstum von malignen Zellen potentiell fordern koénnte.
(Karow T, Lang R 2001).

Insbesondere fur die Knochenschmerzen ist eine direkte Abhéngigkeit von der Dosis
bei gesunden Erwachsenen nachgewiesen worden, bei denen die
Knochenschmerzen nur in der Gruppe mit 10 pug/kg/d G-CSF auftrat, nicht jedoch in
der Vergleichsgruppe mit 5 pg/kg/d (Dreger P et al 1994).
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Klinik und Therapie padiatrischer Tumorerkrank  ungen
Tumoren im Kindesalter

Grundsatzlich kann eine Vielzahl von Tumoren, die auch aus der Pathologie des
erwachsenen Menschen bekannt sind, im Kindesalter auftreten. Aus der
Entwicklungsphysiologie des kindlichen Korpers ergeben sich jedoch besondere
Umstande, welche die Ausbildung und das Wachstum typisch padiatrischer Tumoren
ermdglichen. Zu den haufigsten Tumoren im Kindesalter zahlen an erster Stelle
Leukdmien (lymphoblastische und nicht-lymphoblastische), an zweiter Stelle
bosartige Neubildungen des zentralen Nervensystems (z.B. Medulloblastom,
Astrozytom, Retinoblastom), des weiteren Lymphome (M.Hodgkin sowie Non-
Hodgkin-Lymphome), Neuroblastome, Wilms-Tumoren, Knochentumoren
(Osteosarkom, Ewing-Sarkom), Weichteilsarkome (Rhabdomyosarkom u.a.), und
Tumoren mit Ursprung in der Keimbahn.

Da die in dieser klinischen Studie untersuchten Patienten nur einen Ausschnitt dieses
Spektrums als Grunderkrankung aufwiesen, soll im folgenden kurz auf die funf
betreffenden Tumorerkrankungen eingegangen werden.

Tumor pro 1 Mio
Kinder
Tumoren dieser Studie Neuroblastom 13
Knochentumoren 6
(Osteosarkom, Ewing-Sarkom)
Weichteilsarkome 9
(Rhabdomyosarkom, PNET)
Non-Hodgkin-Lymphom 9
Andere Tumoren im Leukamien 47
Vergleich Hirntumoren 28
Teratom 17
Wilms-Tumoren 9
Retinoblastom 3

Tab. 1.2 Inzidenzen der wichtigsten Tumorerkrankungen im Kindesalter nach Angaben des Kinderkrebsreigster

Deutschland (Mainz), Jahresbericht 2002

1.4.1.1 Das Neuroblastom (ICD-10: C74.9)

Das Neuroblastom ist ein hochmaligner Tumor, der zu den haufigsten Tumoren im
Kindesalter gehért und szintigraphisch nachweisbar (**'J) Metaiodbenzylguanidin
speichert (Riede UN, Saeger W, 1995). Das Neuroblastom ist ein in der Nebenniere
oder den abdominalen Ganglien, evt. auch im Thorax vorkommender Tumor, und
zudem eine der haufigsten malignen Erkrankungen im friilhen Kindesalter, mit einer
leicht erh6hten Haufigkeit bei hellhdutigen Kindern. Die jéhrliche Inzidenz liegt bei
etwa 1/100000 Kindern unter 15 Jahren. 25 % der Neuroblastome werden bei
Kindern gefunden, die ihr erstes Lebensjahr noch nicht beendet haben; 40% bei
Kindern unter 2 Jahren, und 90% bei Kindern unter 10 Jahren. Somit kann man
sagen, dass es sich beim Neuroblastom um einen typischer Tumor des frihen
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Kindesalters handelt. Das Neuroblastom tritt beim mannlichen Geschlecht leicht
gehauft auf, die Rate mannlich/weiblich betragt etwa 1.2 : 1. Obgleich das
Neuroblastom mit keiner bekannten kongenitalen Anomalie in Verbindung gebracht
und keinem genetischen Syndrom zugeordnet wird, kommt es mitunter gemeinsam
mit anderen Fehlbildungen vor. Es sind jedoch Falle bekannt, in denen der Tumor in
Familien geh&auft aufgetreten ist. Die Pathogenese beruht auf der pathologischer
Weise erhaltenen Teilungsfahigkeit von neuronalen Zellen im vegetativen
Nervensystem. Daher findet man die meisten Neuroblastome im
Sympathikusgewebe, und hier vor allem im Abdomen. lhrer Zuordnung nach gehéren
Neuroblastomzellen zur Zellgruppe des APUD-Systems (englische Abkirzung fur
amin precursor uptake and decarboxylation, periphere endokrine Zellen also, die zur
Aufnahme und Decarboxylierung von Aminvorstufen fahig sind. Neuroblastome
kénnen bei bis zu 1,5% aller Kinderobduktionen nachgewiesen werden, wohingegen
die Zahl der tatsachlichen Manifestierungen wesentlich niedriger ist. Dies legt den
Schlu? nahe, das ein Teil der Neuroblastome sich im Verlauf der kindlichen
Entwicklung  wieder  zurickbildet.  Untersuchungen  unterstreichen  diese
Spontanheilungs-These, da sie Neuroblastomzellhaufen bereits in der Embryonal-
und Fetalentwicklung des Kindes im Nebennierenmark nachweisen kdnnen (mit
einem Gipfel der Knotenzahl um die 20 SSW), welche sich im weiteren Verlauf der
embryonalen Entwicklung zurtickbilden, um in den ersten Lebenswochen in Folge
von Involutionsprozessen véllig zu verschwinden.

Das Neuroblastom ist ein solider Tumor weicher Konsistenz mit einer graurdtlichen
Schnittflache. Zum Teil kann man Regressionsveranderungen in Form von Nekrosen,
Einblutungen oder Verkalkungsherden beobachten. Das Tumorgewebe ist von
unregelmafigen Bindegewebssepten durchzogen und besteht aus kleinen,
nacktkernigen Zellelementen mit monotonen hyperchromatischen Kernen (Riede UN,
Saeger W 1995). Die meisten Tumoren bestehen aus primitiven, nicht
ausdifferenzierten Neuroblastomzellen. In einigen Tumoren (etwa ein Dritte der Falle)
findet man grof3e Zellen mit viel Zytoplasma, Zellfortsatze und Ausbildung von
Rosetten, mit zentral fibrillar angeordentem Material, bis hin zur ausdifferenzierten
Ganglionzelle. Das Neuroblastom besitzt ein hohes Potential zum infiltrativen
Wachstum. Dabei kommt es nicht selten zur Abschwemmung von
Neuroblastomzellen in den Lymphbahnen und zum Transport derselben in die lokalen
Lymphknoten. Die  h&matogene  Metastasierung ermoglich  vor  allem
Tochtergeschwulste in der Leber, der Haut und dem Skelett.

Das Staging-System flir Neuroblastome teilt diese Tumoren in vier Untergruppen ein:

Stage | Der Tumor beschrankt sich auf sein Ursprungsorgan

Stage I Der Tumor breitet sich per continuitatem invasiv aus, uberschreitet
aber nicht die Korpermittellinie

Stage Il Der Tumor hat sich Uber die Korpermittellinie ausgebreitet, und
beidseitig sind lokale Lymphknoten in das maligne Geschehen
involviert

Stage IV: Der Tumor hat Metastasen in andere Regionen des Kdrpers gesetzt
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Eine Sonderform stellt das Stadium IVS des Sauglings dar, zu dessen Eigenschaften
wie oben beschrieben die spontane Remission zahlt.

Neuroblastome konne Uberall dort auftreten, wo neuroektodermale Zellen an der
Entwicklung beteiligt sind, und hier vor allem in der Nebenniere (25%) und in den
abdominalen  sympathikuszugehérigen  Ganglien  (50%) der vegetativen
Nervensystems, ferner im Thoraxraum (10-15%). Daher differiert das klinische
Erscheinungsbild mit dem Ort der Manifestation erheblich. Da die haufigste
Lokalisation das Abdomen ist, findet sich als Primérbefund haufig eine tastbare,
unregelmafige Schwellung im Abdominalraum. Mit zunehmender Grof3e tendieren
diese Tumorarten zum Uberschreiten der Korpermittellinie. Mit Lebermetastasen
kommt es zu einer Leberschwellung, und infolge von Einblutungen in den Tumor
kann das Krankheitsbild mit anamischen Zustanden auftreten.

Das Neuroblastom wird bei padiatrischen Patienten durch Operation und
Chemotherapie behandelt. Die Hochdosischemotherapie bei Stadium [V-Patienten
oder bei solch mit n-myc-Amplifikation im Tumor kann nach Durchfihrung der
Stammzellsammlungen nach einem N5- oder N6-Block und anschlieRender Zweit-OP
erfolgen (Caron A, Pearson A, 1998).

1.4.1.2 Weitere ausgewdahlte Tumoren des Kindesalters

Osteosarkom (ICD-10: C41.9)

Es handelt sich um einen hochmalignen Knochentumor aus pluripotenten
osteoblastenartigen Zellen, der zur Bildung von Osteoid und einfachen
Faserknochengeweben fahig ist. Jungen sind haufiger als Madchen von der
Krankheit betroffen (m:w=3:2).

Zu unterscheiden sind zwei unterschiedlich wachsende Arten dieses Tumors, namlich
die osteoplastischen und die osteoklastischen Tumoren. Erstere bilden eine neue,
réntgendichte Knochenmatrix bei Knochenanbau, letztere verursachen eher einen
blutig durchtrankten Zellbrei und zeigen sich auf dem Réntgenbild als MottenfralR des
Knochens. Am haufigsten ist die osteolytisch-sklerosierende Variante, die sich
subkortikal entwickelt und durch reaktive Veranderungen des Knochens durch Einfluf3
des Tumors bestimmt wird. Als Sonderformen des Tumors kdnne die
multizentrischen Osteosarkome, die teleangiektatischen Osteosarkome, die
parostalen Osteosarkome, die Kiefer-Osteosarkome, die Pagets Osteosarkome und
sie Strahlenosteosarkome aufgefuihrt werden.

Die Klinik bringt ein schnelles, destruierendes schmerzhaftes Tumorwachstum mit
sich, eine friihzeitige hdmatogene Metastasierung erfolgt haufig in die Lunge.

Mit intensiver Therapie nach jeweils aktueller COSS (Kombination aus
Chemotherapie und chirurgischem Eingriff) ist die Prognose teilweise noch immer
schlecht.
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Ewing-Sarkom (ICD-10: C41.9)

Das Ewing-Sarkom ist ein rundzelliger primarer Knochentumor, dessen Zellen PAS-
positives, zytoplasmatisches Glykogen enthalten und der keine Fasern bildet. Als
typischer Tumor des Kindesalters sind Madchen haufiger als Jungen davon betroffen
(m:w = 1:2). Das Ewing-Sakrom ist in erster Linie ein osteolytischer Tumor, der das
intakte Knochengewebe zerstort und die Osteoblasten verdrangt. Die Osteoklasten
hingegen behalten ihre osteolytische Aktivitat. Reaktiv zeigen sich Osteosklerosen,
was zum typischen Mottenfra3-Bild in der Rontgenaufnahme fihren kann. In den
Diaphysen der langen Roéhrenknochen lokalisiert, breitet sich das Ewing-Sarkom im
Markraum, spéater auch entlang der Havers-Kanéle aus.

Der makroskopische Aspekt des Tumors ist von Blutungen und Nekrosen auf grauem
Grund bestimmt.

Klinisch imponiert der Tumor durch Schwellung, Uberwarmung, Schmerzen und
Fieber, was zu Verwechselungen mit Osteomyelitiden fiihren kann. Die
Metastasierung vom Cava-Typ betrifft meist Leber, Lunge und andere Knochen.

PNET (ICD-10: C71.9)

Die PNET stellen die Zusammenfassung einer ganzen Gruppe von undifferenzierten
neuroepithelialen Tumoren dar. Dabei enthalten sie pluripotente Stammzellen des
zentralen Nervensystems und werden entsprechend ihrer Manifestation und
Lokalisation in Medulloblastome und zerebrale sowie spinale PNET unterschieden.
Bei letzteren beiden handelt es sich um Tumoren, die sich bio- und morphologisch
nicht von den Medulloblastomen unterscheiden lassen, jedoch auf3erhalb des
Kleinhirns lokalisiert sind. Es besteht histogenetisch und histologisch eine enge
Verwandtschaft zm Ewing-Sarkom.

Medulloblastome wachsen typischerweise in den IV. Ventrikel hinein, wobei sie in
Folge der Verlegung der LigquorabfluBwege einen Hydrozephalus provozieren
kénnen. Der extrem zellreiche Tumor weist eine markige, einheitliche Schnittflache
auf. Histologisch fallen die typischen neuroblastischen Rosetten auf.

Rhabdomyosarkom (ICD-10: C49.9)

Das Rhabdomyosarkom ist ein Weichteiltumor mit zwei Inzidenzaltersgipfeln um das
vierte und um das 17. Lebensjahr, wobei mannliche Individuen ein wenig haufiger
betroffen sind (m:w = 1,4 : 1). Es ist dabei der héaufigste Weichteiltumor des
Kindesalters. Die Genese des Rhabdomyosarkoms kann auf primitive, noch
pluripotente Stammzellen in der Embryonalentwicklung zurtickgefuhrt werden, wobei
der Tumor U(Uberall dort auftreten kann, wo embryonal Muskel- und
Weichteilentwicklung stattfindet. Das Rhabdomyosarkom kann histologisch in
Subtypen eingeteilt werden, wobei 60% dem embryonalen Typ zugerechnet werden;
weiterhin existieren botryoide, alveolare (ungtinstigste Prognose) und pleomorphe
Rhabdomyosarkome. Eine Assoziation mit dem Beckwith-Wiedemann-Syndrom, dem
Li-Fraumeni-Syndrom und dem familidren Retinoblastom ist bekannt.
Rhabdomyosarkome kommen bezvorzugt im Kopf- und Halsbereich sowie in der
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1.4.2

Urogenitalregion vor. Der Tumor ist weich, unscharf begrenzt und weist eine
graurdtliche Schnittflache auf.

Der Tumor metastasiert nach dem Cava-Typ hadmatogen, Lymphknotenmetastasen
sind seltener. Die Therapie basiert auf dem mdglichst radikalen chirurgischen Eingriff
und Chemotherapie, teilweise erfolgt Bestrahlung.

Non-Hodgkin-Lymphome (NHL, ICD-10:C85.9)

Das NHL ist ein primar lokalisierter Tumor des Lymphgewebes. Mit einem Verhaltnis
von 1:3 sind Madchen seltener betroffen als Jungen, vor dem 3. Lebensjahr ist der
Tumor sehr selten. Ca. 7% aller malignen Erkrankungen im Kindesalter sind NHL. Ein
Die klinische Manifestationen eines NHL sind v.a. Lymphknotenschwellungen und
hepatosplenomegalie, rezidivirendes oder persistierendes Fieber, gastrointestinale
Beschwerden, auch Husten, Stridor, Venenstauung, Zeichen von
Liquordruckerhohung und neurologische Ausfallerscheinungen. Die Diagnostik
bezieh neben Anamnese und Untersuchung v.a. das Blutbild, die
Knochenmarksuntersuchung, die Liquordiagnostik und die bildgebenden Verfahren
wie Sonographie, Rontgenaufnahmen, MRT des Schadels und evt. die CT. Eine
Klassifizierung der Erkrankung wird dann v.a. aufgrund der Histopathologie sowie der
Zytogenetik getatigt. Dabei wird das Lymphom der B- oder T-Zellreihe zugeordnet,
sowie ein Grading in hoch- bzw. niedrigmaligne Lymphome durchgefiihrt. Gangig
sind die Klassifkationen nach der Kiel- oder REAL-Klassifikation. Die Therapie erfolgt
differenziert nach den unterschiedlichen Entitdten des Tumors.

Therapieverfahren

Den einzelnen Tumoren im Kindesalter stehen verschiedene Therapieverfahren
gegeniber, die in der Bundesrepublik Deutschland nur an speziell dafir qualifizierten
Zentren im Rahmen von Therapieoptimierungsstudien und Therapieprotokollen
durchgefuhrt werden sollten. Diese Therapien werden nur in den seltensten Féllen
solitar angewendet, vielmehr haben sich bei malignen Erkrankungen Kombinationen
aus den unterschiedlichen Therapiekonzepten bewéhrt.

Tumor Therapiestudie der GPOH  Leitung

Neuroblastom NB97 Universitatsklinik Kéln
Osteosarkom COSS 96 Universitatsklinik Munster
Ewing Sarkom E.W.I.N.G. -99 Universitatsklinik Munster
Rhabdomyosarkom CWS-96 Kinderklinik Stuttgart

PNET E.W.I.N.G. -99 Universitatsklinik Munster
Non-Hodgkin-Lymphom NHL-BFM 95 Universitatsklinik Giel3en

Tab. 1.3 Die Tumoren der hier betrachteten padiatrischen Patienten mit Zuordnung zu den gliltigen

Therapiestudienprotokollen und dem Sitz der jeweiligen Studienleitung

1.4.2.1 Die Hochdosis-Chemotherapie und Stammzelltransplantation

Die  Hochdosischemotherapie in  Verbindung mit der Transplantation
hamatopoetischer Stammzellen darf heute als standardisiertes und evaluiertes
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Verfahren der onkologischen Therapie bezeichnet werden. Grundlage fir die
Hochdosis-Chemotherapie ist die Vorstellung einer Beziehung zwischen
verabreichter Dosis eines Chemotherapeutikums und dem Ausmall der
Tumorzellzerstorung. Die Kombination mit einer Stammzelltransplantation ermdglicht
ein aggressives Vorgehen gegen den Tumor und eine anschlielende Substitutions-
und Support-Therapie des Patienten (Bokenmeyer C, Kranz L 1997). Die
myeloablative, an sich letale Hochdosis-Chemotherapie kann durch eine
Stammzelltransplantation im Anschluss an die erwinschte Vernichtung der
Tumorzellen durch eine schnelle Regeneration des zerstérten Knochenmarks in ihren
Nebenwirkungen fiur den Patienten abgemildert, bzw. Uberhaupt erst vertraglich
gemacht werden.

Die Knochenmarktransplantation, urspriinglich die einzige Mdglichkeit zur
Verpflanzung von hamatopoetischen Stammzellen, ist noch immer eine alternative
Therapieoption zur peripheren Stammzelltransplantation. Bei der
Knochenmarktransplantation werden durch Punktion in Vollnarkose
Knochenmarkzellen aus dem Mark gewonnen, wobei etwa 20 ml/kg Kérpergewicht an
Knochenmark bzw. 5%10° Zellen /kg Kérpergewicht gewonnen werden miissen. Da
die Transplantation von Blutstammzellen durch eine Stammzellsammlung aus dem

peripheren Blut wesentlich einfachere und ungefahrlichere
Tansplantatentnahmetechniken darstellen, und zudem noch bessere Klinische
Ergebnisse far die hamatologische Regeneration durch eine

Stammzelltransplantation erreicht werden kénnen, ziehnt man diese der
Knochenmarktransplantation vor (Schmitz N et al 1996, Hartmann et al 1997).

Die Indikation zur Hochdosischemotherapie mit autologer Stammzelltranplantation
wird nach der jeweiligen Grundkrankheit gestellt, und ist in Form von Therapiestudien
, teilweise Uber eine Randomisierung, in die Therapie von onkologischen
Erkrankungen im Kindesalter integriert. Typische Therapieindikation sind in Tabelle
1.3 zusammengestellt (Stachel D 1999).

Angeborene Nicht-Maligne Maligne

Erkrankungen erworbene Erkrankungen Erkrankungen

Immundefekte Aplastische Anamie Akute lymphatische Leuk&mie
(z.B. SCID, Wiskott-Aldrich-S. Multiple Sklerose Akute myeloische Leuamie

Chron. Granulomatose)

Hamatologenese-Defekte Systemischer Lupus erythematodes Chronische Myeloische Leukamie
(z.B. Fanconi Schwere chronische juvenile Arthritis ~ Non-Hodgkin-Lymphome
Anamie, B-Thalassamie)

Osteopetrose Hodgkin-Lymphome

Stoffwechseldefekte Myeloplastisches Syndrom
(Mukolipidose,

Adrenoleuodystrophie, Lesh-
Nyhan-Syndrom)
Solide Tumoren

Tab. 1.3 Indikationen fir Knochenmark- bzw. Stammzelltransplantationen
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Im Gegensatz zur allogenen und syngenen Stammzelltransplantation mit Gewinnung
der Stammzellen von gesunden Spendern, muss bei der autologen
Stammzelltransplantation das Transplantat noch vor der eigentlichen Therapie vom
Patienten entnommen werden. Wahrend sich die autologe Stammzelltransplantation
vor allem bei soliden Tumoren und solchen Krankheiten bewahrt hat, bei denen das
Knochenmark nicht direkt in den Krankheitsprozess einbezogen ist, bieten sich
folglich bei Leukamien, Anamien und myelodysplastischen Syndromen die allogenen
Stammzellquellen an.

Die Transplantatentnahme von hamatopoetischen Stammzellen aus dem peripheren
Blut, erfolgt Gber die maschinelle Apherese von Leukozyten aus dem peripheren
Blut. Da sich CD34+ Stammzellen normalerweise nur in sehr geringen Mengen im
Blut finden, ist eine Stimulation und Mobilisierung der Stammzellen im Vorfeld
erforderlich. Jene erfolgt mit G-CSF oder GM-CSF im Anschluss an einen
Chemotherapie-Block. Dabei wird, nach gepriften Voraussetzungen, Aufklarung und
einer Vorbereitungsphase, eine apheresierte Stammzellmenge mdglichst mehr als 2*
10° CD 34+ Zellen/kg Kérpergewicht des Patienten angestrebt , um ein ausreichend
grolRes Transplantat fur die spatere Therapie zu gewinnen. Dabei werden fir
padiatrische Patienten zum Teil wesentlich héhere Mengen an CD34+ Stammzellen
gefordert (Madero L 1998). Es ist davon auszugehen, dass eine hdhere Anzahl
transplantierter CD34+ Zellen auch ein besseres Ergebnis der Transplantation sowie
des Angehens der verschiedenen Zelllinien erwarten lasst (Glaspy J, 1997).

Unter klinischer Uberwachung wird der Patient nachversorgt, wahrend das
Transplantat aufbereitet, durch Kryokonservierung haltbargemacht und fir die
spatere Transplantation bereitgehalten wird. Dabei hat sich in besonderem MalRle die
Isolierung und Konzentrierung der CD34+ Stammzellen durch Zellsortierung mit Hilfe
von magnetischen Antikérpern und einem Durchflussmagneten als besonders
erfolgversprechend erweisen (Kato K, Radbruch A, 1993). Je nach Art und Protokoll
gehdren zur Transplantataufbereitung weiterhin Konzentrierung, Depletierung von T-
Zellen und die Reinigung des Transplantats von Tumorzellen. Im Anschluss an die
erfolgreiche Apherese und Aufbereitung kann eine Hochdosischemotherapie unter
strengsten Hygienebedingungen zur Vermeidung von Infektionen durchgefiihrt
werden.  Alle  Hochdosischemotherapien  werden  nach  entsprechenden
Therapieprotokollen durchgefiihrt. Als Nebenwirkungen dieser Therapie sollen hier
nur die wichtigsten wie Schleimhautschaden, Nephro- und Hepatotoxizitat,
Neuropathien, Leukoenzephalopathie, Pneumonien und Enzephalitiden genannt
werden.

Nach Abschlul3 der Therapie kann das Transplantat schlieBlich durch einen
zentralvendsen Zugang infundiert werden, welches so eine Regeneration der
Knochenmarksfunktion erméglicht. Dabei ist bemerkenswert, dass das Angehen des
Transplantates in hohem Grade mit der infundierten Zellzahl an CD34+ Zellen
korreliert (Diaz MA et al 1996), was die Bedeutung einer guten Ausbeute bei der
Sammlung der Stammzellen nochmals bestatigt. Der Einfluss der CD34+ Zellen auf
das Angehen des Knochenmarks kann, als wichtigster Parameter fir den
Transplantationserfolg bei Kindern, gar nicht Uberschatzt werden (Diaz MA et al
1998).
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Nach der Transfusion unterliegt der Patient flr eine Zeit von zwei bis drei Wochen
einem hohen Infektionsrisiko, ehe zum sogenannten "Take" die Leukozytenzahlen
langsam ansteigen und die Immunabwehr sich erneut aufbaut. Fir die allogene
transplantierten Patienten stellt sich nun noch die Gefahr einer Abstol3ungsreaktion
vor allem in Form der Graft-versus-host-Reaktion, der mit einer immunsuppressiven
Therapie entgegen gewirkt werden muss. Die Prognose der Grunderkrankung bei der
Hochdosistherapie mit Stammzellen ist von mehren Faktoren abhangig, vor allem
vom Erkrankungsstadium, der Vortherapie, der Qualitdt und Quantitdt des
Stammzelltransplantats. Der mittelfristige Erfolg der Stammzelltransplantation, etwa
Uber einen Zeitraum von 10 Jahren hinweg, scheint heute als weitgehend gesichert.
Fur eine Gruppe von vierundzwanzig padiatrischen Hochrisikopatienten mit
unterschiedlichsten Tumoren wird eine Rate fiir 2-Jahre krankheitsfreies Uberleben
nach Hochdosischemotherapie und Transplantation von 39% aufgezeigt, eine 4-
Jahres- Rate von 35%. Dabei scheinen Patienten in Teilremission einem weit
hoheren Risiko flr ein erneutes Auftreten der Krankheit nach Transplantation zu
haben, als Patienten in Totalremission (Perentesis J et al 1999). Es wird sogar von
autologen Transplantationen mit einer Lagerzeit des Transplantats von mehr als 13
Jahren berichtet (Schuld A et al 1999). Ob ein solch neu angelegter
Hamatopoeseapparat den Patienten ein ganzes Leben lang dienen wird, kann heute
noch nicht mit Sicherheit gesagt werden.

1.4.2.2 Weitere Therapieverfahren

Chemo-Therapie

Spezifisch fir die Art der Tumorerkrankung und nach einheitlichen
Therapieprotokollen kdnnen entsprechend sensible Tumoren mit Substanzen
bekampft werden, die entweder direkt in den Zellzyklus eingreifen oder indirekt im
Sinne einer Hormonwirkung das Zellwachstum hemmen. Zu diesen Substanzen
gehodren die Gruppen der Alkylantien, der Antimetabolite, einige Naturstoffe wie
Antibiotika, Pflanzenalkaloide, Taxane, DNA-Topoisomeraseinhibitoren, Enzyme,
Interferone, aber auch Hormone, Hormonantagonisten und Platinverbindungen. Zu
unterscheiden sind, im Sinne unterschiedlicher Therapiegrundkonzepte, die
adjuvante, die neoadjuvante, die kurative und palliative Chemotherapie.

Operative Verfahren (Largiadér F, Metzer U, 1999)

Neben den zahlreichen Eingriffen zum Erméglichen einer Diagnose durch den
Pathologen (Feinnadelpunktion, Lavage, endoskopische Biopsie, direkte operative
Messerbiopsie) ist die chirurgische Entfernung solider maligner Tumoren eine der
wichtigsten und altesten Behandlungsstrategien. Zudem gilt noch immer, daf3 der
kurative chirurgische Eingriff bei den meisten Tumoren die besten Voraussetzungen
fur eine Heilung bietet.

Angestrebt wird in jedem Fall eine totale Resektion des entarteten Gewebes ohne
Zurlckbleiben von Tumormaterial. Eine solche Exzision des Tumors im Gesunden,
einschlie3lich der regionalen Lymphknoten als potentielle Metastasenherde, wird
generell als radikale Operation (R0O) bezeichnet. Bei einer nicht-radikalen Operation
verbleibt Tumorgewebe im Patienten, entweder mikroskopisch (R1) oder sogar
makroskopisch (R2).
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Zudem ist zwischen kurativer und palliativer chirurgischer Intervention zu
unterscheiden, deren Indikation sich v.a. aus der klinischen Tumorstadieneinteilung
(in der Regel nach dem TNM-System) und dem aktuelle Behandlungsziel ergibt.

In vielen Fallen kann ein chirurgischer Teilerfolg, eine Tumorreduktion durch eine
Chemotherapie und/oder eine Strahlentherapie ergénzt werden.

Das Risiko einer  chirurgischen Intervention liegt vor allem in
Narkoseunvertraglichkeiten, Kreislauf-Komplikationen unter der Operation in
Funktionsverlusten, Infektionen und der Gefahr schwerer Blutungen begriindet.

Strahlentherapie

Bei einigen Tumoren hat es sich etabliert, gegen entsprechend sensible Tumorzellen
solider Tumoren ionisierende Strahlen einzusetzen, um die Tumormasse zu
verringern. Durch die geplante Bestrahlung eines klar definierten, gegen andere
Kdrperregion durch strahlenundurchlassiges Material ausgeblendeten Kérperareals
kénnen Tumorzellen vernichtet bzw. in die Apoptose gebracht werden. Strategien wie
die Aufteilung der Gesamtstrahlendosis auf viele einzelne Sitzungen, die Bindelung
einzelner, unter unterschiedlichen Winkeln zusammentreffender, niedrig dosierter
Strahlenbiindel im Tumorgewebe selbst und die gezielte Verwendung
unterschiedlicher Stahlen bieten eine ganze Reihe von Kombinationsmoglichkeiten.
Die Strahlentherapie ist somit eine in der Regel nicht-invasive Therapiemdglichkeit,
birgt aber auch Gefahren fiir das gesunde Gewebe des Kindes.

Immuntherapie

Das Immunsystem des Menschen weist selbst einige Mechanismen zur
Tumorbekampfung auf, deren Wirksamkeit vor allem bei den viral induzierten
Tumoren nachgewiesen ist, von deren Versagen aber ausgegangen werden kann,
wenn sich ein Tumor manifestiert. Daher bedarf es immunmodifizierender und
immunsupportiver MafRnahmen, um Tumoren mit Hilfe der Immunabwehr zu
bekampfen. Der Angriffspunkt der verschiedenen Therapien sind von den
Tumorzellen exprimierte Peptide, das Werkzeug der Immuntherapie sind
immunkompetente Zellen, meist T-Zellen. Tumorzellen kénnen auf ihrer Oberflache
individualspezifische, aber auch tumorspezifische Antigene prasentieren, die von T-
Zellen erkannt werden koénnen. Diese Antigene kdnnen Produkte der Reproduktion
eines den Tumor induzierenden Virus sein, ebenso wie typische
Tumorstoffwechselprodukte wie zum Beispiel Peptide oder Oberflachenntigene.
Solche mehr oder weniger tumorspezifischen Antigene sind méglicher Angriffspunkt
einer Immuntherapie: einerseits kénnen dem Immunsystrem spezifische monoklonale
Antikérper gegen diese Antigene von auflen zur Verfigung gestellt werden, zum
anderen ist eine Prasentation dieser Antigene mit dem Ziel der T-Zellaktivierung
moglich (Gramatzki M, Valerius T 1997).

Um eine T-Zell-Antwort des Immunsystems zu provozieren, ist die Prasentation
dieser Antigene auf antigenprésentierenden Zellen notwendig, sowie die Interaktion
der T-Zelle mit zwei Rezeptoren: der Interaktion des T-Zell-Rezeptors mit dem MHC-
Peptid-Komplex einer antigenprésentierenden Zelle, und die Interaktion der T-Zelle
mit einem akzessorischen Molekil (z.B. einem CD80 oder CD86-Antigen). Interagiert
eine T-Zelle nur mit dem MHC-Peptid-Komplex, leitet sie die Apoptose ein oder wird
anerg. Dies kann als weiterer Therapieansatz genutzt werden, indem genmodifizierte
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Tumorzellen, die CD80 oder CD86 exprimieren, als Aktivator fir T-Zellen eingesetzt
werde, und die T-Zellen somit auch gegen die nicht-manipulierten Tumorzellen
vorgehen kénnen. Noch weiter vorne in der Kaskade der Immunantwort ansetzend,
manipuliert man heute antigenprasentierende Zellen, vornehmlich dendritische
Zellen, um eine Immunantwort gegen Tumorzellen zu provozieren. Diese Zellen
konnen in-vitro mit DNA, RNA, Peptiden und Tumorlysat beladen werden, um
anschlieend autolog im Immunsystem des Patienten die T-Zell-Stimulation
anzutreiben. Weitere, weniger spezifische Immuntherapien werden mit Zytokinen wie
Interferon a, Interferon y oder Interleukon-2 durchgefiihrt (Pezzutto A 1998).

Die Mobilisierung CD34 positiver Stammzellen be i padiatrischen Patienten
Mobilisierung der CD34+ Zellen im Vorfeld der autologen Stammzelltransplantation

Wie bereits erwahnt, sind etwa 1-4% der kernhaltigen Zellen im Knochenmark CD34-
positiv. Im peripheren Blut hingegen sind es nur 0,01-0,04% der zirkulierenden Zellen
(Schwella N, Huhn D 1998). Damit wird die Schwierigkeit deutlich, die sich ergibt,
wenn man im "steady-state" ein autologes Transplantat (gleiches gilt auch fur
allogene Transplantationen) gewinnen modchte: mit Hilfe der bekannten Techniken
wére es nicht méglich, die bereits erwédhnten 2*10° Zellen pro kg Kérpergewicht fiir
ein Transplantat zu sammeln. Daher hangt der Erfolg einer Stammzelltransplantation
bzw. der entsprechenden Transplantatgewinnung ganz entscheidend von der
Mobilisierung der Stammzellen aus dem Knochenmark ab. Verschiedene Methoden
zur Mobilisierung der Stammzellen sind heute bekannt.

1.5.1.1 Therapeutische Einflussnahme auf die Stammzellmobilisierung

Zeitlich noch vor einer gezielten Einflussnahme durch Wachstumsfaktoren gelegen,
hat die Chemotherapie, die einer Mobilisierungsphase mit G-CSF bei padiatrischen
Patienten mit malignen Erkrankungen vorausgeht, einen grol3en Einfluss auf die
spatere CD34+ Stammzellmobilisierung. Fir eine einzelne Dosis Cyclophosphamid
ist der Effekt einer Steigerung der Stammzellausschittung aus dem Knochenmark in
das periphere Blut bereits seit langem bekannt (To LB 1990). In mehreren
Untersuchungen an Erwachsenen und Kindern konnten gezeigt werden, dass eine
der Stimulation vorausgegangene Chemotherapie und deren Intensitat in Bezug auf
die Toxizitdt der verwendeten Substanzen einen positiven Einfluss auf die
Mobilisierung von Stammzellen unter dem Einflu von G-CSF aufweist (Kasparu H et
al 1996, Knudsen et al 1996).

Dieser auch als ,cytotoxic  mobilization® bezeichneten  Form  der
Stammzellmobilisierung steht die sogenannte ,steady-state“-Mobilisierung mit
Wachstumsfaktoren  gegeniber. Auch die Wirkung von Granulocyte Colony
Stimunlating Factor (G-CSF) bei padiatrischen Patienten mit unterschiedlichen
Tumorerkrankungen ist gut belegt. Unter Verwendung von G-CSF zur Mobilisierung
CD34+ Stammzellen kénnen hohe Konzentrationen an CD34+ Stammzellen im
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peripheren Blut erreicht werden, sowie hohe absolute Stammzellzahlen im Apherisat
und Transplantat (Bensinger et al 1995, Weaver et al 1995).

Dosen von 10 upg/kg Korpergewicht pro Tag kénnen eine Konzentrationssteigerung
der CD34+ Zellen im peripheren Blut von Kindern um ein Vielfaches bewirken. Bereits
nach vier bis funf Dosen G-CSF werden Maximalwerte der CD34+ Zellkonzentration
erreicht (Kanold J et al. 1998). Auch von erwachsenen Patienten werden schon seit
langerem gute Ergebnisse bei der alleinigen Stimulation mit G-CSF berichtet
(Duhrsen U et al 1988). Neben G-CSF wurde steht weiterhin GM-CSF (Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor) zur Stimulation und Mobilisierung der
Stammzellen zur Verfigung. Die Stimulation CD34+ Stammzellen mit Hilfe des GM-
CSF erweist sich in Bezug auf die CD34+ Zellkonzentration im peripheren Blut der
Patienten jedoch nicht als vorteilhaft, verglichen mit einer Stimulation mit G-CSF
(Fischmeister G et al 1999). Eine bessere Stimulation mit G-CSF zeigt sich auch bei
padiatrisch-onkologischen Patienten mit Neutropenien, bei denen G-CSF dem GM-
CSF in seiner Stammzell-mobilisierenden Wirkung Uberlegen ist (Lydaki E et al 1995).
Auch Stem Cell Factor (SCF) hat grundséatzlich das Potential, CD34+ Stammzellen in
vitro v.a. in Kombination mit Interleukin-3, GM-CSF oder G-CSF zu gesteigerter
Kolonienbildung (CFU-GM) anzuregen (Berstein ID, Andrews RG, Zsebo KM 1991).
Die Kombination von G-CSF mit SCF scheint einen weiteren Vorteil fur die
Mobilisierung der Stammzellen zu bieten; so konnte fur Patientinnen mit Brustkrebs
nachgewiesen werden, dass die Kombinationsstimulation der CD34+ Zellen mit G-
CSF und SCF bei dieser Patientengruppe der Singularstimulation mit G-CSF
Uberlegen ist (Glaspy JA et al 1997).

Neben diesen eben beschriebenen Einflissen beim einfachen Einsatz von
Chemotherapie oder Wachstumsfaktoren, hat sich eine Kombination von G-CSF und
zytotoxischen Substanzen im Rahmen der einer Mobilisierung als effektive
Vorbereitung fir eine Transplantatgewinnung erwiesen (Demeocq et al 1994). Zum
einen ist die Dauer der Stimulation bis zum maximalen Stimulationseffekt im Sinne
eines Maximums der CD34+ Zellen im peripheren Blut bei Kombinationsstimulation
verkirzt. Zum anderen kann so auch eine signifikant hoéhere CD34+
Zellkonzentration, als bei alleiniger Chemotherapie erreicht werden. Bei einer
Mobilisierung von erwachsenen Patienten vor einer autologen
Stammzelltransplantation mit 10 pg/kg KG pro Tag bei einer Kombination von G-CSF
und Chemotherapie (5g/m? Cyclophosphamid), und einer Vergleichsgruppe mit
alleiniger G-CSF-Stimulation, erreichte die Gruppe mit Chemotherapie eine signifikant
héhere Ausbeute an CD34+ Zellen. Die Anzahl der benétigten Apheresesitzungen,
das apherisierte Blutvolumen und die Dauer der Neutropenie nach Transplantation
wurden durch die Chemotherapie in Bezug auf die Vergleichsgruppe nicht signifikant
beeinflusst (Narayanasami U et al.,, 2001). Diese verbesserte Wirkung der
Chemotherapie in Kombination mit G-CSF wurde auch bei erwachsenen Patienten
nach der myoablativen Hochdosischemotherapie beschrieben (Teofili L et al. 1994).
Fur Erwachsene mit multiplen Myelomen kann zudem eine positive Dosis-
Wirkungsbeziehung fir das Cyclophosphamid dargestellt werden, wobei gezeigt
werden kann , dass die Gabe von 7 g/m? Cyclophosphamid zur Stimulation der Gabe
von 4 g/m? (jeweils in Kombination mit G-CSF) (iberlegen ist (Goldschmidt H et al
1996). Des weiteren liegen Nachweise fur eine besonders hohe Konzentration an
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CD34+ Zellen im peripheren Blut nach Kombinationstherapie im Vergleich zu
einfacher G-CSF-Stimulation, einfacher Chemotherapiestimulation, unstimuliertem
Knochenmark und Nabelschnurgewebe vor (Van Epps DE et al, 1994).

Neben diesen genannten Einflissen auf die Mobilisierung von Stammzellen im
peripheren Blut ist noch ein weiterer, iatrogen ausgeldster Effekt zu nennen, namlich
der Anstieg der Stammzellkonzentration nach einer durchgefiihrten Leukapherese.
Nachdem es eine Reihe von Hinweisen darauf gegeben hat, dass ein solcher Effekt
wahrend einer Leukapherese auftritt (Kiefer T et al 1997), spricht heute vieles dafir,
dass es zumindest bei erwachsenen Patienten und unter den Bedingungen einer
LVL (Large Volume Leukapheresis; Leukapherese von mindestens des dreifachen
Kdperblutvolumens des Patienten) zu einer nachweisbaren Rekrutierung von CD34+
Zellen in das periphere Blut kommt (Smolowicz AG et al 1999). Diese Mobilisierung
von CD34+ Zellen lasst sich sogar quantifizieren, indem zunachst eine Messung der
CD34+ Zellen im peripheren Blut vorgenommen wird, und anschlieBend das Pherisat
bei jeder Apherese fraktioniert, z.B. in drei Fraktionen, gesammelt wird. Auf diese
Weise lasst sich eine Steigerung der CD34+ Zellmenge im Phereseprodukt
gegeniuber dem peripheren Blut des Patienten vor der Apherese nachweisen, die um
den Faktor 1,4 hoher liegt (Cull G et al 1997).

1.5.1.2 Individualfaktoren

Fur erwachsene Patienten mit malignen Lymphomen ist bereits aufgezeigt worden,
dass iatrogene Manipulationen, namentlich die Behandlung im Rahmen einer Radio-
oder Chemotherapie, einen signifikanten Unterschied fir das Ergebnis der
Stammzellsammlung bewirken kdnnen.

Das Alter des Patienten kann ebenso eine Rolle spielen, vor allem ab der vierten
Lebensdekade: Anderlini et al. (1997) konnten nachweisen, dass ein Lebensalter von
mehr als 55 Jahren negativ mit dem Erfolg der Apherese bei gesunden Probanden
korreliert, weitere Ergebnisse mit einem Kollektiv von 103 gesunden Spendern sahen
diese Altersgrenze bei 38 Jahren, so dass ab einem Spenderalter von ca. 40 Jahren
mit einem geringeren Erfolg der Apherese zu rechnen ist (de la Rubia J et al 2002).
Obwohl es also Hinweise dafiir gibt, dass sich ein hohes Lebensalter zum Zeitpunkt
der Stimulation grundsatzlich negativ auf die Mobilisierbarkeit der CD34+
Stammzellen auswirkt, scheint sich dies zumindest in den ersten Lebensdekaden
nicht signifikant auszuwirken (Bensinger W et al 1995).

Demgegentiber scheinen Geschlecht, Krankheitsstatus und die Zeitspanne zur letzen
Chemotherapie keine signifikanten Auswirkungen hervorzubringen (Haas R et al
1994). Die Anzahl der vorausgegangenen Chemotherapieblécke ist jedoch negativ
mit dem Stimulationserfolg korreliert (Madero L et al. 1998). Auch eine
Vorbestrahlung im Rahmen der Therapie wirkt sich zumindest in Einzelfallen negativ
auf den Mobilisierungserfolg der Stammzellen aus, wenngleich bei einem Gros der
Patienten keine Korrelation zwischen Bestrahlung und Aphereseerfolg festgestellt
werden kann (Canales MA et al. 2001). Grundséatzliche Vorraussagen bezlglich einer
schlechten Mobilisierbarkeit von CD34+ Stammzellen sind jedoch, zumindest beim
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erwachsenen gesunden Individuum, trotz einer Signifikanz flr schlechte
Stimulierbarkeit mit steigendem Alter, nicht moglich (Anderlini P et al 1997).

Mehrfach wurde gezeigt, dass die Unterschiede der Mobilisierung von Stammzellen
bei Kindern und Erwachsenen nicht von klinischer Relevanz sind, sieht man von den
grundsatzlichen Unterschieden zwischen Padiatrie und Erwachsenenmedizin sowie
von Sonderféllen bei sehr jungen Kindern ab (Haas R et al 1994, Kawano Y et al
1998). Auch fiur padiatrische Patienten wird mit ansteigendem Gewicht, steigendem
Alter und steigender Zahl vorausgegangener Chemotherapieblocke ein negativer
Einfluss auf die Mobilisierung der CD34+ Zellen beschrieben. Dabei werden jedoch
Kinder mit einem Korpergewicht unter 25 kg von den negativen Einflissen der
Chemotherapieblocke ausgenommen. Des weiteren kann auch die Art der
onkologischen Erkrankung einen Einflul auf den Mobilisierungserfolg ausiben, da
z.B. fur padiatrische Patienten mit Neuroblastomen eine schlechter Mobilisierung der
CD34+ Zellen beschrieben wird (Madero L et al 1998).

Ein Versuch, die individuellen Faktoren, die schlieZlich eine erfolgreiche Apherese
unterstiitzen oder in Frage stellen, bei den Patienten abschétzbar zu machen, ist das
vom Institut Gustave Roussy Entwickelte Scoresystem, welches Patientenparametern
Punkte zuordnet, um so eine Einschétzung der Voraussetzungen geben zu kénnen.
An 56 Patienten konnte das System erprobt werden, wobei 80% der Patienten mit
einem Score von 0-15 Punkten eine erfolgreiche Apherese verzeichnen konnten,
wahrend es unter 20% bei den Patienten mit einem Score Uber 25 waren (Vantelon
JM et al. 2000).

1.5.2 Optimierung der Stimulation und Mobilisierung von CD34+ Stammzellen im peripheren
Blut

1.5.2.1 Den Erfolg der Apherese determinierende Parameter

Aufgrund der aufwendigen Verfahrensweisen, die mit einer Stammzellsammlung
einhergehen, und in Hinblick auf die Therapieplanung und das individuell
abgestimmte Transplantationsverfahren versucht man, das Ergebnis einer
Leukapherese in Bezug auf die Ausbeute an CD34+ Stammzellen mit Hilfe anderer
klinischer Parameter vorauszusagen. Eine wichtige Voraussetzung fir weitere
Uberlegungen zur Mobilisierung CD34+ Stammzellen ist dementsprechend, das eine
hohe Korrelation zwischen der Anzahl der CD34+ Zellen im peripheren Blut des
Patienten vor der Apherese der Leukozyten und der CD34+ Zellzahl bzw. der CFU-
GM-Ausbeute im Aphereseprodukt (Kasparu H et al 1996, Knudsen et al 1996,
Armitage S et al 1997) besteht. Auch die Geschwindigkeit der hamatologischen
Rekonstitution korreliert stark mit der Menge an transplantierten Stammzellen , so
dass von einer Dosis-Wirkungs-Beziehung gesprochen werden kann (Dias et al
1996a, Madero et al 1998). Andere Untersuchungen gehen sogar noch einen Schritt
weiter und weisen eine semiquantitative Voraussagemdglichkeit der Ausbeute an
CD34+ Stammzellen im Transplantat Uber eine CD34+ Bestimmung im peripheren
Patientenblut auf. Fur die Leukapherese groRRer Volumen (LVL) bei padiatrischen
Patienten kann festgestellt werden, dass eine Zellzahlung der CD34+ Zellen im
peripheren Blut der Kinder am Tag der Apherese eine hohe Korrelation mit der
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Anzahl der gesammelten CD34+ Zellen im Pherisat aufweist (Dias MA et al 1999).
Erwachsene Patienten zeigen auch unter Standardapherese-Prozeduren eine hohe
Korrelation der CD34+ Zellkonzentration mit der CD34+ Zellzahl im Pherisat, so dass
diese als ein guter Voraussageparameter fur den Erfolg der Apherese gewertet
werden kann (Fukuda M et al. 1998, Johnsen et al 1999, Yu et al. 1999). Eine noch
bessere Korrelation zwischen der CD34+ Zell im peripher vendsen Blut des Patienten
vor der Apherese und der CD34+ Zellkonzentration im Pherisat lasst sich erreichen,
wenn zur Stimulation anstatt der einfachen Verwendung von G-CSF eine
Kombination aus Cyclophasphamid und G-CSF verwendet wird (Knudsen LM et al
1996). Insgesamt scheint also die Durchfiihrung eines Stammzellmonitorings im
Vorfeld einer Apherese vor Hochdosischemotherapie ein angemessener Schritt zur
Pradiktion des Aphereseerfolges zu sein (Locatelli et al. 1998). Eine franzdsische
Muticenterstudie beschreibt zudem drei Parameter, die den Erfolg einer
Stammzellsammlung voraussagen kdnnen, namentlich die CD34+ Zellkonzentration
im peripheren Blut, die Anzahl der Apheresen und das apherisierte Blutvolumen. Da
letztere Parameter im Ermessen der durchfiihrenden Institution liegen, bleibt als
vorgegebener Parameter die CD34+ Zellzahl (Clement A et al. 2000). Fir
padiatrische Patienten ist eine Korellation zwischen CD34+ Zellen im peripheren Blut
und der spateren Aphereseausbeute mit einem Korrelationskoeffizienten von p=0.91
beschrieben worden, der damit Giber dem bei Erwachsenen von p=0.88 lag. Somit ist
die Anzahl der CD34+ Zellen im peripheren Blut insbesondere péadiatrischer
Patienten vor der Apherese das wichtigste Voraussagekriterium tber den Erfolg der
Stammzellsammlung.

Dem gegentiber eigenen sich Zahlungen der Leukozyten nicht zur Vorhersage des
Aphereseerfolges (Urashima M et al 1994, Yu J et al 1999). Wenngleich eine Studie
an 61 erwachsenen Patienten eine gewisse Aussagefahigkeit Uber den Erfolg der
Apherse im Sinne einer hohen Korrelation von CFU im Pherisat mit der Konzentration
an mononuklearen Zellen im peripheren Blut sieht (Olivieri A et al. 1994), konnten
mehrer Folgestudien darstellen, dass eine solche Korrelation keinen weiteren
Aussagewert fir den Erfolg der Apherese hat (D"Arena et al 1998, Yu J et al 1999).
Dementsprechend muf es erklartes Ziel der klinischen Behandlung sein, den Anteil
CD34+Zellen im peripheren Blut vor der Apherese zu maximieren. Diese Zielsetzung
fuhrt zu unterschiedlichen Ansatzen und Ld&sungsstrategien, die auf den
verschiedenen, oben bereits eingefihrten EinflussgrofRen einer
Stammzellmobilisierung lasten.

1.5.2.2 Optimierung der G-CSF-Dosis

Eine direkte Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen der Menge an subcutan
verabreichtem G-CSF und dem Stimulationserfolg besteht bei péadiatrischen
Patienten nicht (Kurekci AE et al 1998). Zwar kann die CD34+ Zellkonzentration zu
einem gewissen Grade durch eine Erhéhung der G-CSF-Dosis pro kg Korpergewicht
gesteigert werden, und gerade im Bereich niedriger Dosierung ist fur erwachsene
Gesunde eine gewisse Abhangigkeit der Zellzahl von der Dosis abzuleiten (Dreger P
et al 1994, Hoglund et al 1996). Dieser Effekt beschrankt sich jedoch auf einen nicht
beliebig erweiterbaren Dosierungsbereich und ist auch nicht fir padiatrische
Patienten gesichert (Weaver CH et al 1998) . Damit wird die Moglichkeit einer
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Optimierung der Stammzellmobilisierung durch eine Dosisanpassung des G-CSF im
Sinne einer Dosissteigerung stark eingeschrankt.

Im Gegensatz dazu haben Versuche mit niedrigdosiertem G-CSF (50pg/m?
Kdrperoberflache pro Tag) bei adulten Lymphompatienten gezeigt, dass eine CD34+
Ausbeute fUr das erste Pherisat schlechter war als fir ein Vergleichsprodukt nach
normal dosierter G-CSF-Stimulation ( 5 pg/kg Korpergewicht pro Tag), dass jedoch
fur das gesamte Transplantat gleiche CD34+ Zellzahlen erreicht werden konnten
(Martinez C et al 1997). Demgegenuber scheint , im Gegensatz zu einer einfachen
Dosiserh6hung die Aufteilung (und evt. gleichzeitige Erhdéhung) der G-CSF-Dosis auf
zwei Gaben pro Tag einen positiven Effekt auf die CD34+ Zellmobilisation zu haben
(Zeller et al 1996).

Eine signifikant h6here Ausbeute an CD34+ Stammzellen am ersten Apheresetag ist
bei einer Gabe von 2x5ug/kgKG/d gegeniiber 1x 10 ug/kgKG/d fiir eine kleine
Gruppe von 17 padiatrischer Patienten und Normalpersonen nachgewiesen worden
(Lee et al 2000). Bei gesunden erwachsenen Spendern, die fir eine allogene
Transplantation spenden, kommt es unter einer zweizeitigen Stimulation von jeweils
etwa der halben Tagesgesamtdosis zu einer signifikant hdheren Ausschittung von
CD34+ Zellen im Vergleich zur einmalig taglichen Gabe der Gesamtdosis (Arbona C
et al 1998). Ahnliche Ergebnisse gibt es auch bei Patientinnen mit Brustkrebs, bei
denen eine Gabe von 2x5 pg/kgKG Filgrastim einer Einfachgabe von 10 pg/kgKG
Filgrastim bei der Stammzellmobilisierung Uberlegen ist; auf den Anstieg der
Leukozyten und Thrombozyten kann dies jedoch nicht tibertragen werden (Kréger N
et al 1998).

1.5.2.3 Zeitliche Optimierung der Leukoapherese

Zur Wahl des richtigen Zeitpunktes der Leukapherese ist zunéchst festzustellen, dai3
hierbei zwei unterschiedliche Aspekte ins Auge zu fassen sind: zum einen ist ein
richtiger Sammelzeitpunkt - bezogen auf die Tage nach dem Beginn der G-CSF-
Gabe in Tagen - zu finden. Zum anderen zeigen sich tageszeitlich starke
Schwankungen der CD34+ Konzentration, so dass auch nach einem optimalen
Tageszeitpunkt der Apherese zu fahnden ist.

Fur erwachsene Patienten ist bereits nachgewiesen worden, dass die Anzahl der
Monozyten im peripheren Blut, welche ja mit einfachen Mitteln nhachzuweisen sind,
durch die Stagnation ihres Anstieges und Erreichen eines Konzentrationsplateaus
den Gipfel der CD34+ Zellkonzentration ankindigt und somit als Marker fir einen
optimalen Sammelzeitpunkt dienen konnte (Hansson M et al 1995). Als wenig
hilfreich hat sich die Zahlung der Gesamtleukozyten im peripheren Blut erwiesen, da
hier keine eindeutige Korrelation zwischen der Leukozytenkonzentration im
peripheren Blut und der CD34+ Zellkonzentration im Blut bzw. im Transplantat
nachgewiesen werden kann. Zwar scheint ein gleichzeitiger Anstieg der Leukozyten,
Thrombozyten und der Retikulozyten auf einen Anstieg der CD34+ Zellen
hinzuweisen, eine signifikante Korrelation lasst sich jedoch nicht finden (Urashima M
et al 1994, Yu J et al 1999). Je nach verwendetem Wachstumsfaktor ist das
Maximum der CD34+ Zellen vor oder nach dem Maximum der
Leukoyzenkonzentration (Weber 1993) mel3bar.
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Wie weiter oben beschrieben, hat die Konzentration CD 34+ Zellen im peripheren Blut
des Patienten einen hohen Voraussagewert fir die CD34+ Zellkonzentration im
spateren Aphereseprodukt. Wahrend eine Ausgangszellzahl von unter 20000 CD34+
Zellen/ml in bis zu 50% zu einem Versagen Stammzellsammlung fur eine Apherese
beim erwachsenen Patienten fihren kann, kann die Erfolgsrate der Stimulation und
damit der Apherese auf 80% gesteigert werden, wenn diese Grenze nicht
unterschritten wird. Bei Patienten, die sehr gut auf die Mobilisierung ansprechen
(High - Responder mit mehr als 80000 CD34+ Zellen / ml) reicht dann bereits meist
eine einzige Apherese aus, wahrend von anderen Patienten (Low-Responder mit
unter 40000 CD34+ Zellen/ml) auch nach mehrfacher Apherese evt. kein ausreichend
grol3es Transplantat erhalten (Knudsen et al 1998) werden kann.

Bein gesunden Stammzellspendern fur das allogene Setting hat sich gezeigt, dass
mit einem signifikanten Anstieg der Stammzellen bei einer G-CSF-Tagesdosis
zwischen 3 und 24 pg/kgKG nicht vor Tag 3 und mit einem Maximum der
Konzentration im peripheren Blut nicht vor Tag 5 zu rechnen ist (Dreger P, Schmitz
N 1999). Fur onkologischen Patienten nach Polychemotherapie ist fur die Stimulation
mit G-CSF ein Anstieg ab Tag 5 mit einem durchschnittichen Maximum am Tag 10
nachgewiesen. Bei der Verwendung von GM-CSF erreichten die CD34+ Zellen ihr
Maximum im Schnitt noch weitere finf Tage spéater, bei einer Messung der
Konzentration ohne Zytokinbehandlung sogar erst sieben Tage spater (Weber 1993)
verglichen zur G-CSF-Stimulation.

Fur die Optimierung der Apherese durch Ermittlung eines moglichst glnstigen
Apheresezeitpunktes am Apheresetag sind Untersuchungen Uber eine evt.
vorliegende circadiane Rhythmik der CD34+ Stammzellausschittung und der
Hamatopoese im Knochenmark unerlasslich (Woods PA 1995). Die zuné&chst an
Mausen nachgewiesene circadiane Rhythmik der hamatopoetischen Aktivitat des
Knochenmarks (Ohdo et al 1998, Ohdo et al 1998a), lasst sich auch fur die
menschliche Blutbildung nachweisen. Hier ist die Relevanz fir die Stimulation der
CD34+ Stammzellen jedoch letztlich noch unklar, und gerade fir padiatrische
Patienten fehlen wichtige klinische Daten. So zeigt das Knochenmark selbst
physiologisch ein Maximum an CD34+ Stammzellen in der Zeit wischen 10 Uhr
morgens und 15 Uhr nachmittags (Abrahamsen JF et al 1998), und einen um das
drei- bis finffach erhéhte CD34+ Zellkonzentration zum Zeitpunkt des Maximum im
Vergleich mit circadianen Minimalkonzentration der CD34+ Zellen im Knochenmark
(Woods et al 1998). Nicht nur indirekt, tber die CD34+ Stamzellen, lasst sich eine
circadiane Rhythmik beim gesunden erwachsenen Menschen nachweisen, auch
eine direkte Messung des endogenen G-CSF verweist auf das Vorliegen einer
solchen Rhythmik. So steigt das G-CSF im peripheren Blut ab 8 Uhr morgens (im
Durchschnitt 18 ng/l) kontinuiertich an, um gegen 22 Uhr abends sein
Tagesmaximum zu erreichen. Dabei ergeben sich, im Vergleich zum Nadir der
Messung , Steigerungen der endogenen G-CSF-Konzentration um 54% bei einem
Streubreich zwische 43%-65% (Jilman et al 1999).

Fur erwachsene Patienten ist bekannt, dass es nach einem subcutan applizierten G-
CSF-Bolus zu einem Anstieg der CD34+ Zellen im peripheren Blut innerhalb der
folgenden 3-7 Stunden kommt. Unabhangig von Alter oder Vorbehandlung wurde hier
eine maximale Mobilisierung von CD34+ Zellen ca. 4 Stunden nach dem G-CSF-
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Bolus festgestellt (Fischer et al 1994). Demgegeniber stehen jedoch Daten, ebenfalls
an erwachsenen onkologische Patienten ermittelt, die ein Tief der CD34+
Stammzellkonzentration fur die ersten zwei Stunden nach dem G-CSF-Bolus und ein
Maximum zwischen den Stunden sechs bis zehn aufzeigen (Kochling et al 1997). Bei
adulten Patienten wurde sogar festgestellt, dass es innerhalb der ersten Stunden
nach G-CSF-Gabe (glykosyliert) zu einem Abfall der neutrophilen Granulozyten im
peripehren Blut kommt, der sich nach etwa 3 Stunden wieder auf das
Ausgangsniveau hebt. Des weiteren zeigt sich ein signifikanter Abfall der CD34+
Zellen und des GM-CSF-Spiegels, der erst innerhalb von 4 bis 12 Stunden wieder auf
das Ausgangsniveau ansteigt. Dementsprechend scheint die Pherese direkt nach der
letzten G-CSF-Gabe nicht sinnvoll (Watts MJ et al 1998).

Bei einer Gruppe von Patientinnen mit Brustkrebs konnte ermittelt werden, dass ein
Anstieg der CD34+ Zellen auf G-CSF-Stimulation hin innerhalb der ersten 8-14
Stunden nach Bolusgabe erfolgte. Innerhalb der ersten sechs Stunden zeigte sich bei
den Patientinnen ein CD34+ Konzentrationsminimum, wobei dieses unabhangig
davon aufzutreten schien, ob man wahrend dieser Zeit eine Apherese durchfihrte
oder nicht (Kiefer T et al 1997).

1.5.2.4 Zytogene Beeinflussung

Jingere Forschungen an dendritischen Zellen haben gezeigt, dass diese einen
direkten Einfluss auf Differenzierung und Proliferation der CD34+ Zellen austben.
Demzufolge zeigen CD34+ Zellen in vitro in gemeinsamer Kultur mit dendritischen
Zellen (insbesondere mit antigenstimulierten OVA-dentritischen Zellen) eine
signifikante Proliferationstendenz und eine Bevorzugung der Differenzierung zu
Megakaryozyten (Wang Q et al, 2001). Dies ertffnet neue Ansétze der Beeinflussung
und Optimierung der Stimulation von CD34+ Zellen.

1.5.2.5 Large Volume Leukapheresis (LVL)

Large Volume Leukapherese, also die gezielte Optimierung der Aphereseausbeute
durch einen hohen Blutdurchlauf durch die Apherese-Maschine kann gerade bei
extrem leichten Kindern zu einer Verbesserung des Aphereseergebnisses filhren
(Diaz et al 1998a). Dabei spielt wohl eher die volle Ausbeute der breites durch
Stimulation im Blut befindlichen Stammzellen eine Rolle, als die verstarkte
Mobilisierung durch die erhdhte Aphereseleistung selbst. Zudem wird der Apherese
an sich, also der Entfernung von Leukozyten und damit von CD34+ Zellen aus dem
peripheren Blut, eine die Ausschittung von CD34+ Zellen stimulierende Wirkung
zugeschrieben, die bei erwachsenen Patienten mit unterschiedlichen onkologischen
Erkrankungen bei Apheresen von bis zum flinffachen Patientenblutvolumen
nachweisbar ist (Bojka P et al 1999).
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1.6 Aufgabenstellung

Die Optimierung der Mobilisierung und Apherese der CD34+ Stammzellen zur
Transplantatgewinnung fir die autologe Stammzelltransplantation ist bereits von
unterschiedlichen Standpunkten aus beleuchtet und erforscht wurden. Es wurde
beschrieben, welche Bemihungen in vitro und in vivo unternommen wurden, um
moglichst viele CD34+ Zellen fur das Transplantat und letztlich fiir eine erfolgreiche
Transplantation zu gewinnen. Dabei bleibt jedoch die Datenlage fiir die padiatrische
Stammzelltherapie weiterhin unklar, da sich nahezu alle Untersuchungen auf die
Ergebnisse von erwachsenen Patienten mit Erkrankungen stiitzen, die vor allem im
Erwachsenenalter vorkommen. Speziell fur die optimale Wahl des Apherese-
Zeitpunktes bei padiatrisch-onkologischen Patienten liegen bis heute nur wenige
Studien vor, die einen Hinweis auf die optimale Gestaltung der
Transplantationsvorbereitung geben kénnen.

Daraus ergeben sich fur diese Arbeit folgende Fragestellungen:

1. Welche Verlaufe der CD34+ Zellkonzentration unter G-CSF-Stimulation weisen
die padiatrischen Patienten auf, und zu welchem Zeitpunkt ist eine optimale
Aphereseausbeute zu erwarten?

2. Kann der Verlauf der Stammzellmobilisierung auch durch Messung andere
hamatopoetischer Parameter (z.B. der Leukozytenzahl) erfasst werden, und so
aufwandige Bestimmungsverfahren vermieden werden?

3. Welche generellen Zusammenhange zwischen dem Verlauf der CD34+
Zellmobilisierung und Patientenparametern kdnnen nachgewiesen werden?

4. Wie kann ein Stammzellmonitoring vor Apherse durchgefiihrt und optimiert
werden? Wie viele Messpunkte beim einzelnen Patienten sind nétig bzw.
ausreichend, um einen optimalen Apheresezeitpunkt zu bestimmen?

5. Wie ist der potentielle Benefit fir den Patienten aus den gewonnenen Daten
einzuschéatzen?

Zu Beantwortung dieser Fragen soll die Konzentration CD34+ Stammzellen im
peripheren Blut zwischen zwei G-CSF-Applikationen Uber einen Zeitraum von
12 Stunden engmaschig erfasst werden, um einen optimalen
Apheresezeitraum einzugrenzen. Diese Ergebnisse sollen sodann mit
Patientenalter und —geschlecht, sowie der Art der Grunderkrankung korreliert
werden.
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2. Patienten, Materialien und Methoden

2.1 Die Patienten

Das Kollektiv der auf Stammzellmobilisierung unter G-CSF-Einflu3 untersuchten
padiatrischen Patienten umfasste insgesamt 14 Personen, davon sieben weibliche
und sieben mannliche. Die unter onkologischen Krankheitshildern leidenden
padiatrischen Patienten waren zum Zeitpunkt der Untersuchung zwischen 10
Monaten und 17 Jahren alt, wobei der Altersdurchschnitt bei 7 Jahren und 7 Monaten
lag (Median 3 11/12, Mittelwert 7 7/12).
Die durchschnittliche Kdrpergroéf3e der Kinder betrug 123,94 cm (Median 107 cm, mit
Streuung zwischen 72,2 cm und 179 cm), das durchschnittliche Korpergewicht lag bei
31,59 kg (Medianl7,7 kg mit Extremwerten zwischen 8,6 kg und 70 kg). Die
Korperoberflache wurde mit Hilfe der bekannten Formel V([Korpergewichtlkg] *
Kdrperlange/3600) berechnet (Moesteller RD, 1987). Die so errechnete
Kdrperoberflache der Patienten bewegte sich zwischen 0,42 m? und 1,83 m?, wobei
der Mittelwert bei 1,02 m? lag (Median 0,71 m?). Der durchschnittliche BMI betrug
17,5 kg/m? (Median 16,5 kg/m?).
Alle Patienten waren mit Chemotherapien gemaR der ihren Krankheiten
entsprechenden Therapieprotokollen vorbehandelt und im Rahmen der nach
Therapieprotokoll durchgefiihrten Randomisierung far eine autologe
Stammzelltherapie nach Stimulation und Apherese der Stammzellen vorgesehen.
Das Spektrum der Grundkrankheiten umfasste folgende maligne Erkrankungen des
Kindesalters:

Erkrankung
Neuroblastom 8x
Osteosarkom 2X
B-Zell-Lymphom 1x
) 7%
Ewing-Sakrom 1x Rhabdo-  Ewing Sarkom 57 1%
PNET 1x myosarkom i Mewrckl astamm

Rhabdomyosarkom 1x \

arkom

Abb. 2.1 Relative Verteilung der malignen Erkrankungen auf das Gesamtkollektiv der 14 padiatrischen Patienten.
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Bei den Kindern wurden im Durchschnitt 9 Blutentnahmen (maximal 9, minimal 8) in
einem Zeitraum von 12 Stunden durchgefiihrt. Bei einer Patientin wurde das
Monitoring auf Wunsch der Eltern nach 9 Stunden abgebrochen; als Grund hierfur
wurde von Seiten der Eltern Zeitmangel angegeben. Die zwischen dem 6.9.1998 und
dem 18.03.2001 gewonnenen insgesamt 126 vendsen Blutproben wurden durch
automatisch erstellte Differenzialblutbilder und durchflusszytometrische Analysen in
Mehrfachanséatzen untersucht.

Die Zeit vom Beginn der Stimulation mit G-CSF bis zum Monitoring in Tagen lag
zwischn 5 und 22 Tagen (Median 9; Mittelwert 10,5; Standardabweichung 4,7). Die
G-CSF-Dosis pro Kilogramm Korpergewicht und Tag betrug im Durschnitt 7,3
png/kg/d, bei Maximalwerten von 4,8 pg/kg/d bis 10,2 pg/kg/d.

Alle Patienten waren zum Zeitpunkt der Untersuchung in Behandlung der Klinik 111 mit
Schwerpunkt padiatrische Hamatologie und Onkologie des Zentrums fur
Kinderheilkunde und Jugendmedizin der Universitatskliniken der J.W. Goethe-
Universitat Frankfurt am Main.

Patient m/w  Alter KL KG KOF BMI BE Beob.- Tage G-CSF/ Diagnose
Zeit- Stimulati  KgKG/
raum  on d
Jahre cm kg m? kg/m*> ¥ h d ug/kg/d
1 w 111/12 82 98 047 1457 9 12 17 10,2 Neuroblastom IV
2 w 3 6/12 98 125 0,58 13,02 9 9 7 8,3 Neuroblastom IV
3 w 17 3/12 168 68 1,78 24,09 9 12 5 7 PNET
4 w 12 1/12 151 47 1,40 20,61 9 12 10 10 Osteosarkom
5 w 10/12 72,2 86 042 16,50 9 12 15 6,9 Neuroblastom IV
6 w 110/12 105 152 0,67 13,79 9 12 5 9,8 Neuroblastom IV
7 w 3 8/12 102 15,6 0,66 1499 9 12 14 4,8 Neuroblastom IV
8 m 16 6/12 179 61 1,74 19,04 9 12 10 7,8 Rabdomyoskom
9 m 14 1/12 173 70 183 2339 9 12 9 6,8 Ewing-Sarkom
10 m 7 8/12 132 224 091 1286 8 12 9 6,7 B-Zell-Lymphom
11 m 17 3/12 163 60 1,65 2258 9 12 9 8 Osteosarkom
12 m 2 5/12 100 16,7 0,68 16,70 9 12 8 59 Neuroblastom IV
13 m 4 3/12 109 185 0,75 1557 9 12 8 5,4 Neruoblastom IV
14 m 3 4/12 101 16,9 0,69 16,57 9 12 22 59 Neuroblastom IV
Summe 14
X wW
7xm
Durchschnitt 77/12 123,94 31,59 1,02 17,45 8,91 11,75 105 7,3
Median 311/12 107 17,7 1,02 16,5 9 12 9 6,9
Maximum 17 3/12 179 70 183 24,09 9 12 22 10,2
Minimum 10/12 72,2 8,6 0,41 12,9 8 9 5 4,8

Tab. 2.1 Ubersicht tiber das Patientenkollektiv: 14 padiatrische Patienten mit malignen Erkrankungen, 7 weibliche und
7 mannliche, Alterdruchschnitt 7 “*? Jahre (Median 3 *¥*?), (m/w= Geschlecht, KL = Kérperlange, KG= Kérpergewicht,

KOF = Korperoberflache, BMI =Body Mass Index, Beob.Zeitraum= Dauer des Monitorings in Stunden).
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2.2 Materialien

2. 2.1 Einwegartikel
2.1.1.1 FACS-Ré6hrchen

Rohren, No/REF 55.476

5ml, 75x 12 mm

(Sarstedt AG& Co, Numbrecht, Deutschland)
2.1.1.2 Pipettenspitzen

Pipettenspitzen div. Gré3en

(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
2.2.2 Gerate und Arbeitsmittel
2.2.2.1 Durchflu3zytometer

Coulter Epics XL-MCL

Single Argon Laser

(Beckman Coulter GmbH Coulter, Krefeld, Deutschland)

2.2.2.2 Pipetten

Eppendorf Reference 2 - 20 pul

Volume Inaccuracy  Imprecision
2 ul +5,0% <=1,5%
10 pl +1,2% <=0,6%
20 pl +1,0% <=0,3%

Eppendorf Reference 10 - 100

Volume Inaccuracy  Imprecision
10 pl +3,0% <=1,0%
50 pl +1,0% <=0,3%
100 pl +0,8% <=0,2%

Eppendorf Reference 100 - 1000 pl

Volume Inaccuracy  Imprecision
100 pl +3,0% <=0,6%
500 pl +1,0% <=0,2%
1.000 pl +0,6% <=0,2%

(Angaben der Fa. Eppendorf fur destilliertes Wasser, bei Temperaturen zwischen 20-
25°C, bei 15 Probemessungen.)
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Unter Verwendung von Original Eppendorf Pipetten-Spitzen.
(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

2.2.2.3 Reagenzglasschittler
REAX2000
Bewegungsart: Kreisformig vibrierend
Schuttelfrequenz: 0-2400 I/min , Orbit: 5 mm
(Heidolph Elektro GmbH & Co. KG, Kelheim, Deutschland)
2.2.2.4 Zellzéhlgerat
"Hamatologie-System" Sysmex K-1000
(Sysmex GmbH, Hamburg, Deutschland)
2.2.3 Chemische Reagenzien
2.2.3.1 Hergestellte Reagenzien fir die Probenaufbereitung
2.2.3.2 Erythrozytenlyse-Reagenz
Je 8,29g NHA4CI
1g KHCO3
37,2mg EDTA-Na?
in 1L destilliertes H,0, eingestellt auf pH 7,2-7,4)
2.2.3.3 DPBS-Puffer
Vol: 500 ml
Dulbecco’s Phosphate
Cat.No: BE17-512F
Lot.No: 2MB0152
(Bio Whittaker Europe, Verviers, Belgien)
2.2.3.4 Reagenzien zum Betrieb des Durchful3zytometers
2.2.3.4.1 Coulter Clenz
Cleaning Agent

(Beckman Coulter GmbH Coulter, Krefeld, Deutschland)

2.2.3.4.2 Isotone Il
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Isotone Elektrolytldsung
(Beckman Coulter GmbH Coulter, Krefeld, Deutschland)
2.2.4 Antikorper
2.2.4.1 CD 34+ Antikorper
CD34 (Anti-HPCA-2) PE Antikorper
Clone 8G12, Cat. No. 348057
20 pL/10° Zellen
(Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
2.2.4.2 CD 45+ Antikorper
CD45 (Anti-Hle-1) FITC Antikorper
20 uL/10° Zellen
Cat.No. 347463
2.2.4.3 Flow Check Fluorospheres
10 um Polystyrol-Partikel, Surfactants, Konservierungsstoffe
10 ml/Flaschchen
No. 6605359
(Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
2.2.5 Materialien fur die sterile Blutabnahme am K atheter

2.2.5.1 Adaptersystem zur Blutentnahme

Multi-Adapter No. 14.1205
(Sarstedt AG& Co, Numbrecht, Deutschland)

2.2.5.2 Desinfektionsmittel

Neo-Kodan farblos
( B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

2.2.5.3EDTA-R6hrchen

S-Monovetten KE (Nr. 05.1167)
27ml ,1.6 mg EDTA/mI
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2.2.54 Einmal-Spritzen

Einmalspritzen

5ml, 10 ml, 20 ml

( B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)
2.2.5.5Heparin

Vetren 200

Wirkstoff: 2 ml (=200 I.E) Heparin-Natrium

(Byk Gulden, Konstanz, Deutschland)

2.2.5.6 Isotone Natrium-Chlorid-Losung

Isotone Natriumchloridlésung 0,9% Braun
( B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

mit

Mikro Airphil Spike, 5 um Partikelfilter
(Whatman Wex, Rotenburg/Fulda, Deutschland)

2.2.5.7 Kompressen

Mullkompressen

(Fuhrmann Verbandstoffe GmbH, Neunkirchen, Deutschland)
2.2.5.8 Nadeln

Microlance 3
(Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

2.2.5.9 Sterile Handschuhe
Micro-Touch
(Johnson & Johnson Medical Incl. , Texas, USA)
2.2.6 Blutproben
Als Material fur die Analysen sowohl am Zellzahler als auch am DurchfluRzytometer wurden
Proben von vendsem Blut verwendet, welche bei steriler Enthnahmetechnik aus einem zuvor

gelegten Hickman- oder, Sheldon-Katheter gewonnen wurden. Das Blut wurde mit in den S-
Monovetten mit EDTA versetzt.
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2.2.7 Arzneimittel

2.2.7.1 Neupogen ®

Das Arztneimittel Neupogen der Firma AMGEN enthalt als Wirkstoff Filgrastim .
Sonstige Bestandteile: Natriumhydroxid; Sorbitol; Polysorbat 80; Wasser fir

Injektionszwecke

Zusammensetzung: Filgastim
Acetat
Sorbitol
Tween(R) 80
Sodium
Wasser fur

300 pg
0.59 mg
50.0 mg
0.004 %
0.035mg

Injektionszwecke 1.0 ml

2.2.7.2Vetren 200 ®

Das Arztneimittel Vetren der Firma Byk Gulden, Konstanz, enthalt als Wirkstoff

Heparin
Wirkstoff: 200 ml Heparin - Natrium = 200 i.E. Heparin - Natrium
Hilfsstoffe: Natriumchlorid

Natriumhydroxid
Kaliumchlorid
Calciumchlorid

Bemerkung: Das Medikament wurde 2002 von Markt genommen; seither
Verwendung von Liquimin N5000, Fa. Hoffmann La-Roche AG, Grenzach,

Deutschland

2.2.8 Computer und Software
2.2.8.1 Personalcomputer

2.2.8.2 Textverarbeitung

2.2.8.3 Tabellenkalkultionssoftware
2.2.8.5 FACS-Auswertungs-Software
2.2.8.6 BIAS fiir Windows ®

Highscreen PC 333 MHZ ; Intel Pentium 2
Prozessor

Microsoft Word®, Version 2000

Microsoft Excel®, Version 1997

System Il-Software

Version 7.1, Dr. Hanns Ackermann. J.W.
Goethe-Universitét, Epsilon Verlag
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2.3 Methoden
2.3.1 Durchfuhrung des Monitoring

2.3.1.1 Stimulation und Mobilisierung der CD34+ Zellen in den padiatrischen Patienten

Die Stimulation der CD34+ Zellen bei den 14 padiatrischen Patienten erfolgte im

Anschluss an den jeweils vorausgegangenen Chemotherapieblock

Therapiestudie. Die Tagedosis Filgrastim betrug zwischen 4,9 pg/kg/d und 10,8
png/kg/d, und wurde in einem Bolus subcutan injiziert. Die unterschiedlichen
Dosierungen ergaben aus der Tatsache, dass die Eltern h&ufig die subcutanen

Injektionen selbst zu Hause vornahmen. Damit war Compliance

Dosiergenauigkeit abhangig von einer einfach aufzuziehenden G-CSF-Menge (z.B.
ganze oder halbe Ampullen). Am letzten Tag vor der Apherese erhielten die Patienten
zu Dosisverdopplung zwei solche Tagesdosen im Abstand von je 12 Stunden zu der
jeweils vorher durchgefiihrten subcutanen Injektion. Uber das Apheresedatum wurde
jeweils nach Messung der CD34+ Zellkonzentration im peripheren Blut entschieden,
wobei als unterste Grenze fiir die Durchfihrung einer Apherese 20 CD34+ Zellen/ul
Blut galten. War diese Mindestzellkonzentration dberschritten, wurde der

Apheresetag fur den nachsten Tag festgelegt, und das Monitoring initiiert.

2.3.1.2 Vorbereitung und Nachbereitung

Vor jedem Monitoring waren eine Reihe vorbereitender Malinahmen durchzufiihren,

welche zusammengefasst die Patientenaufklarung, die Betreuung,

labortechnischen Vorbereitungen und die Vorbereitung der Auswertung umfassten.
Der Arbeitsplatz im Labor wurde zuné&chst soweit vorbereitet, dass alle im Abschnitt

2.2 aufgefihrten Substanzen und Arbeitsgerdte zur Verfligung standen.

ordnungsgeméfle Funktion der verwendeten Apparate wurde ferner durch

Testproben und Gegenmessungen mit anderen Geraten sichergestellt.

DurchflulRzytometer wurde mit Hilfe der Substanzen zur Qualitatskontrolle

(FlowCheck) getestet und vorbereitet.

Die Aufklarung der Patienten und deren Eltern erfolgte bereits Tage im Voraus, um so
mdglichst gute Bedingungen fir eine erfolgreiche Zusammenarbeit zwischen
Patienten, Eltern, Arzten, Pflegekraften und Doktorand zu schaffen. Sie wurde
zunachst durch ein Gesprach des Oberarztes mit den Eltern und dem Patienten
eingeleitet, welches neben dem eigentlichen Ablauf des Monitoring auch Aufklarung
Uber eventuelle Probleme, Nutzen der Untersuchung, sowie die Moglichkeit zur
Fragestellung einschloss. Zusétzlich wurde ein weiteres Gesprach zwischen Eltern,
dem Patient und dem Doktoranden gefiihrt, welcher die Messung dann auch selbst
durchfiihrte. Der Inhalt dieses Gesprachs umfasste die praktische Durchfiihrung
sowie den zeitlichen Ablauf des Monitoring. Wahrend des Gespraches wurde dann
auch ein Informationsblatt (s. Anhang A) fiir die Eltern ausgegeben, das im Verlauf
der ersten Patienten-Monitorings in Zusammenarbeit zwischen Doktorand und Eltern
der Patienten erarbeitet worden war. Der Entwurf eines solchen Informationsbogens
fir die Patienten selbst erschien nicht sinnvoll, da die Alterspanne des Kollektivs so
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gro3 war, dass sich eine einheitlich verstandliche Form nicht finden liel3.
Demgegenuber wurde mit jedem Patienten am Tag des Monitoring nochmals, sofern
Alter und Zustand dies zulie3en, ein Einzelgesprach mit dem Monitoring als
Gegenstand gefuhrt, und auch im Verlauf der zwolf Stunden war es den Patienten
durchgehend mdglich, Fragen zu stellen oder das Monitoring abzubrechen.

Am Tag des Monitoring befanden sich die Patienten zum Teil in Betreuung ihrer
Eltern, immer jedoch unter Uberwachung durch den Mitarbeiter, welcher die
Messungen durchfiihrte. Die Patienten sind wéhrend des gesamten Monitoring in der
Universitatsklinik anwesend gewesen, entweder Patienten der onkologischen Station
oder in der onkologischen Tagesklinik. Zur Motivation der alteren Kinder, und im
Sinne einer Aufklarung zum Versténdnis des Sachverhaltes, konnten diese in ein fur
sie vorbereitetes Schaubild den Anstieg der Leukozyten nach der G-CSF-Gabe
verfolgen, und waren somit motiviert, selbst herauszufinden, zu welchem Zeitpunkt
die Konzentration der Leukozyten in ihrem Blut das Maximum erreichte. Die
Mdglichkeit eines Biofeedback im Sinne einer positiven Verstarkung des
Leukozytenanstiegs wurde hierbei nicht in Betracht gezogen.

Die Auswertung der Messreihe wurde vorbereitet, indem entsprechende Protokolle
fur die Ergebnismitteilung erstellt wurden. Fir die Computerauswertung wurden
Tabellen und Protokollvordrucke fur jeden Patienten angelegt. Zudem erfolgte die
Sammlung relevanter klinischer Daten aus den entsprechenden Krankenakten, wie
z.B. der bereits durchgefuhrten Therapie, der Anzahl zuvor vorgenommener
Apherese, der Anzahl der Stimulationstage mit G-CSF, dessen Tagesdosis,
Applikationsart usw.

2.3.1.3 Organisation und zeitlicher Ablauf des Monitoring

Mit der ersten G-CSF-Gabe zur Mobilisierung der CD34+ Stammzellen wurde im
Normalfall bereits der erste Schritt zur Organisation des Monitoring getroffen, sofern
alle oben angefiihrten Voraussetzungen durch Patienten und Setting erfallt waren. In
den folgenden Stimulationstagen wurde in regelmafRigen Abstédnden durch das
hauseigene Labor die CD34+ Konzentration im vendsen Blut des Patienten bestimmt,
um somit indirekt ein MaR fir den Erfolg der Stimulation und direkt fur die
Mobilisierung der CD34+ Stammzellen im Patienten zu erhalten. Wenn die Anzahl
der Stammzellen/ul den Wert von 20 Stammzellen/ul Uberschritt, erfolgte das oben
beschriebene Aufklarungsgespradch mit den Eltern und dem Kind. Der genaue
Zeitpunkt des Monitoring, bezogen auf die Anzahl vorausgegangener Tage der
Stimulation mit G-CSF, sowie bezogen auf den zeitlichen Abstand zur Apherese der
Leukozyten selbst wies individuell stark unterschiedliche Werte auf. Dies ergab sich
zum einen aus der sehr individuell variierenden Zeit, die von No6ten war, um bei
einem Patienten durch die Uber Tage verabreichte G-CSF-Dosis einen Anstieg der
CD34+ Zellen hervorzurufen; zum anderen musste eine Koordination zwischen dem
Patienten bzw. dessen Eltern, der Station und dem durchfiihrenden Mitarbeiter
erfolgen, um einen reibungslosen, moglichst standardisierten Ablauf des Monitoring
zu gewahrleisten.

Alle Monitoring-Daten wurde bei den 14 Patienten zwischen dem 06.09.1998 und
dem 18.03.2001 erhoben. Das Monitoring wurde bei allen Patienten innerhalb der
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letzten 24 h vor der ersten Apherese des aktuellen Stimulationszyklus durchgefihrt.
Unmittelbar vor dem entsprechenden subcutanen G-CSF-Bolus wurde eine Blutprobe
als 0-Stunden-Wert entnommen.

Kriterien fir die Entscheidung zur Durchfiihrung eines Monitoring waren:

= mehr als 20 CD34+ hamatopoetische Stammzellen/ul vendsen Blutes in
mindestens einer vorausgegangenen FACS-gestitzten Bestimmung

= Durchfihrung des Monitoring moéglichst immer innerhalb von 24 Stunden vor der
ersten Apherese des aktuellen Stimulationszyklus

Des Weiteren waren von entscheidender Bedeutung die unabdingbare Einwilligung
des Patienten bzw. der Eltern direkt vor und wahrend des Monitoring, der allgemeine
Gesundheitszustand des Patienten und die Moglichkeit, den Patienten tber Nacht
stationdr in der Klinik unterzubringen.

CDZ4+ Monitoring
[12 Stunden)

CDZ4+ Zallzihlungan
Chemotherapieblock Apherese
(nach Therapiestuda ) = 20/l {2.T. mehrfach)
o

Stimulation mit GCSF b

Zeit (d)

Abb. 2.2 Schema zur Verdeutlichung der zeitlichen Planung des Monitoring. Auf den Chemotherapieblock nach
Therapiestudie erfolgte die Mobilisierung der CD34+ Stammzellen mit Hilfe von G-CSF. Regelmé&Rig durchgefiihrte
CD34+ Zellzahlbestimmungen wurden durchgefihrt, bis eine Zellkonzentration von mehr als 20 CD34+ Zellen/ul im
vendsen Blut des Patienten erreicht wurde. Danach wurde das CD34+ Monitoring eingeleitet, am Folgetag schlief3lich

die Apherese durchgefiihrt.

Nachdem die Entscheidung fir eine Leukapherese am Folgetag aufgrund einer
gemessenen CD34 Zellzahl Gber 20 Zellen pro pul gestiegen war, wurde in der Regel
noch am selben Tag das Monitoring durchgefuhrt. Abhangig von verschiedenen
organisatorischen Bedingungen (z.B. Zeitpunkt der CD34 Zellzahlbestimmung) und
dem planmafig nachsten G-CSF-Bolus wurde der Beginn des Monitoring fur 14 Uhr
bis 18 Uhr nachmittags angesetzt. Bei der ersten Patientin wurde das Monitoring
bereits um 8 Uhr morgens begonnen. Dieses Monitoring Uber den Tag hinweg erwies
sich als ungunstig fur die Compliance (Vorzeitiger Abbruch nach 9 Stunden), so dass
bei den folgenden Patienten immer die Nacht fir das Monitoring genutzt wurde.
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G-C5F s.c G5 -AZ5F s.C
Beginn des Ende de=s
Maonitoring M aonitoring

S EBlutentnahren
[Stund=e & biz Stunde 12

S 1 10

=] 1 2 3 4 5 ] 7 2 =] T 11 12

Stunden nach G-CSF-Eolus

Abb. 2.3 Schema zur Durchfiihrungssystematik des Monitoring. Die Messung der CD34+ Zellkonzentration mit Hilfe
der DurchfluRzytometrie erfolgte zu Beginn und am Ende des Monitoring (grof3e Pfeile), sowie zur Stunde 2,4,5,6,7,8

und 10 nach der G-CSF-Bolus s.c. (vorletzte G-CSF-Gabe vor der Leukapherese).

Im Anschluss an das Monitoring und die Messungen im Labor wurde ein Kurzbericht
fur die Station, das Labor und den behandelnden Oberarzt erstellt Dieser Kurzbericht
umfasste neben der tabellarischen Darstellung der Leukozytenkonzentrationen und
CD34+ Zellkonzentrationen auch einen kurzen Verlaufsbericht, die grafische
Darstellung der Werte und eine vorlaufige Auswertung (s. Abb. 2.4) . So konnte,
Ubertragbarkeit auf den Folgetag vorausgesetzt, der Abstand zwischen letzter G-
CSF-Gabe und Zeitpunkt der Apherese in Bezug auf das angenommene Maximum
der CD34+ Zellkonzentration im peripheren Blut des Patienten sehr genau
abgestimmt werden.

2.3.1.4 Die sterile Blutenthahme

Da das Monitoring der Stammzellausschittung jeweils unmittelbar vor der
Stammzellapherese durchgefihrt wurde, ergab sich die Moéglichkeit, das venése Blut
durch einen zentralen Venenkatheter vom Typ Hickman bzw. Sheldon abzunehmen.
Diese waren im Vorfeld zur Durchfihrung der Chemotherapie oder der Apherese
selbst implantiert worden. Eine Blutentnahme fir die Zwecke dieser Studie Giber oben
genannte Katheter erschien vor allem deswegen sinnvoll, weil es sich so vermeiden
lie3, den Patienten zu Blutentnahme des Nachts zu wecken und Schmerzen
zuzufugen. Dies erhohte die Compliance fur die Studie. Durchgefihrt wurde die
Blutentnahme unter sterilen Bedingungen in den Untersuchungsraumen der
padiatrisch-onkologischen Station am Tage bzw. am Patientenbett wahrend der
Nachtruhe.

Nach grundlicher Desinfektion des Katheters und des z.T. aufgrund von Infusionen
angeschlossenen Dreiwegehahnsystems wurden zundchst 20 ml Blut entnommen
und steril verwahrt. Nun erfolgte die Entnahme von bis zu 1 ml Blut, woraufhin die
vorher entnommenen 20 ml dem Patienten reinjiziert wurden. Schlie3lich wurde das
Schlauchsystem mit 15 ml isotoner NaCl-Loésung gespult und, wenn keine Infusion
angeschlossen werden sollte, 2 ml Heparin-Natrium (Vetren 200) in den Katheter
injiziert, um die Bildung von Blutkoageln zu verhindern. Das Blut wurde in mit EDTA
versetzten Blutentnahmer6hrchen entnommen und dann innerhalb der néchsten 6
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Stunden in unten beschriebener Art und Weise fur die Analyse mittels
Durchflul3zytometrie vorbereitet. Die sterile Blutabnahme erforderte die Assistenz
einer Krankenschwester, eines Elternteils oder des Patienten selbst. Die EDTA-
Blutprobe wurde zur Erstellung eines Blutbildes mit Hilfe eines automatischen
Zellzéhlgerates  verwendet, ehe eine weitere  Verarbeitung fur die
durchflusszytometrische CD34+ Bestimmung erfolgte.
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Kurzbericht CD34+ Monitoring

Datum: TT.MM.JJ
Patient: Name, Vorname (*Geburtsdatum)
kgKG: Kdrpergewicht (kg)

G-CSF-Gabe: Zeitpunkt der G-CSF Bolusgabe s.c.

Blutbilder und Proben zur FACS-Analyse:
(jeweils aus peripherem Blut, vends)
Zeit hn. Leukozyten CD34+ Bemerkungen

Kurzer Verlaufsbericht:

G- ful Zellen/ul
CSF Patient:  Kurzer Bericht iiber Wohlbefinden,
16:00 0 G-CSF s.c. Compliance und
18:00 2 Labor: Besonderheiten/Probleme der
20:00 4 " Iazztt:tfhn?s;e/n ::fﬁerzi?l?ng oder
21:00 5 Leukozyten CD34+ Bemerkungen Auswertung
konzentrati Zellkon- (Nachtruhe,
on zen-  Probleme)
tration
22:00 6
23:00 7
00:00 8
02:00 10
04:00 12 G-CSF s.c
13000 '/\./A
o fiktive Beispielkurve

Vorlaufige Auswertung:

Kurzer Bericht und wortliche Darstellung des Laborparameterverlaufs, evt. Kommentare zu
einzelnen Werten oder Messungen, und abschlieBende Gesamtbewertung des Befundes.
Kurze Darstellung der Maxima und Minima der Konzentrationsverlaufe.

Datum, Name und Unterschrift des Doktoranden

Abb. 2.4 Beispiel fir einen fiktiven Kurzbericht zum CD34+ Zellkonzentrations-Monitoring
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2.3.2 Labormethodik
2.3.2.1 Durchflu3zytometrie
2.3.2.1.1 Analytische DurchfluRzytometrie

Die Analyse der durch die Blutentnahmen gewonnenen Proben wurde ausschlief3lich
nach den Auflagen und Anleitungen des Konsensusprotokolls der Arbeitsgruppe
"Durchflu3zytometrie” der Deutschen Gesellschaft fur Transfusionsmedizin und
Immunhé&matologie (DGTI) durchgefihrt (Gutensohn et al 1996). Bei der
DurchfluRzytometrie mit gekoppelter computergestutzter Auswertung handelt es sich
um ein Standardverfahren der Laboranalytik, das schon vielfach beschrieben
wurde(Eckardt 1991; Serke et al 1991; Eckard 1993) . Daher erfolgt die Beschreibung
dieser Technik in Form einer Ubersichtsdarstellung.

2.3.2.1.2 Grundlagen der Durchflul3zytometrie

Die Differenzierung von Zellen wurde Uber einen langen Zeitraum hinweg vor allem
mit Hilfe von Absorptionsstoffen und nach morphologischen Kriterien am
Lichtmikroskop durchgefiihrt. Diese Untersuchung ist langwierig, erfordert ein
Minimum an Erfahrung im Umgang mit dem speziell interessierenden Zellmaterial und
ist in ihren Moglichkeiten der Zelldifferenzierung auf morphologisch unterscheidbare
Zellen begrenzt.

Diese Einschrédnkungen in der Untersuchung von Zellen, insbesondere von
Blutzellen, koénnen mit Hilfe fluoreszenzmarkierter monoklonaler Antikérper
Uberwunden werden. Neben der Mdglichkeit, auch bei den mit fluoreszierenden
Antikérpern markierten Zellen eine Analyse mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskopes
durchzufuhren, ergibt sich durch die Einflhrung der DurchfluRzytometrie die
Madglichkeit, innerhalb kirzester Zeit eine qualitative und quantitativen Aussage Uber
das markierte Zellmaterial zu erhalten.

Grundsatzlich lasst sich die GroRe einer Zelle, sowie die Eigenschaft der Granularitat
(die direkt von der inneren strukturellen Beschaffenheit der Zelle abhangig ist), aus
der Streuung eines Lichtstrahles ableiten, welcher auf die betreffende Zelle fallt. Eine
zusatzliche Information kann abgeleitet werden, wenn die spezifischen monoklonalen
Antikorper, die vor der Messung mit den Zellen inkubiert werden, spezifisch an
bestimmte Zellmarker binden, welche ein Entwicklungsstadium oder eine
Zelleigenschaft nachzuweisen vermogen.

Mit Hilfe eines DurchfluRzytometers ist man in der Lage, beim Durchlauf einer
einzelnen Zelle durch ein Kapillarrohrchen im Gerét sowohl die relative Zellgrél3e und
die Zellgranularitat mit Hilfe der Lichtstreuung, als auch ,vom Analysegerét abhangig,
mehrere antikdrpergebundene Fluoreszenzfarbstoffe zu registrieren. Der Durchfluss
an Zellen kann dabei sehr hoch sein, so dass mehrere zehntausend Zellen pro
Minute analysiert werden kénnen. Die Darstellung der so gewonnen Daten wird durch
eine an das DurchfluBzytometer angeschlossene EDV-Einheit, meist ein mit
spezieller Software ausgestatteter Personalcomputer, vorgenommen, welche eine

44



grafische Darstellung sowie eine quantitative und qualitative Auswertung der
gemessenen Zellen ermdglicht.

2.3.2.1.3 Aufbereitung der Proben fur die durchflusszytometrische Analyse (Gutensohn et al 1996)

Die Messung vorbereitende Arbeitsgénge:

Die zu messende Probe wurde zundchst in ein Polypropylengefald entnommen,
welches bereits K3-EDTA als Antikoagulanz enthielt. Entsprechend den
einschlagigen Empfehlungen erfolgte die Lagerung der so entnommenen Proben bei
Raumtemperatur, wobei darauf geachtet wurde, dass zwischen dem Zeitpunkt der
Entnahme und dem Beginn der Verarbeitung der Probenansatze nicht mehr als 6
Stunden vergangen waren.

Damit bei der DurchfluBzytometrie unverfalschte Aussagen Uber einzelne Zellen
gemacht werden konnen, mussen diese in einer Einzelzellsuspension mit einer
Konzentration von ca. 10*10%ml vorliegen. Daraus ergibt sich, dass bei hohen
Zellzahlen Verdunnungschritte mit Puffer notwendig waren, um die erforderliche
Konzentration von 1*10* Zellen/pl zu erhalten.

Die spezifische Markierung der gesuchten hdmatopoetischen Stammzellen wurde mit
Hilfe von fluoreszenzmarkierten monoklonalen Antikérpern erreicht, welche sich an
die bekannten Zellmarker binden und die spezifisch gesuchte Zelleigenschaft "CD34-
Exprimierung” detektierbar machen. Verwendet wurden in diesem Fall zur
Charakterisierung der Stammzellen zum einen Antikorper gegen das CD34-
Oberflachenantigen hamatopoetischer Stammzellen, zum anderen Antikdrper gegen
das CD45-Oberflachenantigen der Gesamtleukozytenpopulation.

Die Wahl dieser Antikérper kann als praxiserprobt und allgemein anerkannt
aufgefasst werden und stellt in sinnvoller Weise die Stammzellpopulation der
Gesamtleukozytenpopulation gegeniber.

Die Inkubation von je 15 pl Antikdrperldsung mit dem wie oben dargestellt verdinnten
venosen Blut des Patienten erfolgte dann entsprechend der Herstelleranweisung im
Dunklen bei 4C fur 20 Minuten.

Die Verwendung von peripher vendsem Vollblut (dass zur Verhinderung der
Gerinnung mit EDTA versetzt worden ist), macht einen zusatzlichen Schritt in der
Vorbereitung der Analyse notwendig, namlich die Depletion der Erythrozyten. Bei
diesem Verfahren, auch "lysis after staining” genannt, werden die Erythrozyten mit
Hilfe von EDTA-Ammonium-Chlorid (NH4CIl, sog. Erylyse) lysiert. Das hierbei
verwendete Erylyse-Reagenz wurde jeweils in den Wochen vor den Analysen von
einer Medizin-technischen Assistentin unter gleich bleibenden Bedingungen nach der
im Materialteil beschriebenen Rezeptur hergestellt.

Das Lyse-Reagenz wurde nun zunéchst 10 Minuten bei Raumtemperatur in
Dunkelheit mit der Antikorper-markierten Probe inkubiert; anschlieBend durchlief die
Probe zwei Zyklen von Lyse-Zentrifugationsschritten: dabei wurden die Proben bei
1100 Umdrehungen fur 10 Minuten zentrifugiert, anschlieBen der Uberstand
verworfen, und das am Boden des Probenbehaltnisses verbliebene Pellet aus
Leukozyten erneut mit Erylyse-Reagenz versetzt. Nach der dritten Zentrifugation der
Probe wurde schlieBlich kein Erylyse-Reagenz mehr hinzugeflgt, sondern SAP-
Puffer zum Ab- und Auflésen des Pellets hinzu gegeben.
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Die Lagerung der so vorbereiteten Messproben fir die DurchfluRzytometrie erfolgte
erneut bei 4C in Dunkelheit. Die Messung erfolgte in allen Fallen noch innerhalb von
3-4 Stunden nach der letztem letzen Probenaufbereitungsschritt.

2.3.2.1.4 Die Methodik der Durchflu3zytometrie

Eine so entstandene Zellsuspension wird vom DurchfluBzytometer Uber eine
Stahlkapillare angesaugt und in die Messkammer geleitet. Dies geschieht im Rahmen
einer hydrodynamischen Fokussierung, wobei die Flussigkeit und die darin
befindlichen Zellen auf eine hohe Geschwindigkeit beschleunigt werden, um
Zellaggregate aufzulésen und die Zellen hintereinander angeordnet vermessen zu
koénnen.

Die Messung der Zellausmal3e sowie der Dichte:

Um die Granularitat einer Zelle sowie die GrolRe zu bestimmten, nutzt man den
physikalischen Effekt der Lichtstreuung, der auf der Wechselwirkung zwischen einem
Lichtstranl und einem festen Korper, in diesem Fall einer Zelle, beruht. Die
Wechselwirkung zwischen Materie und elektromagnetischer Welle verursachen eine
Richtungsanderung des Wellenlaufes, nicht jedoch eine Anderung der Wellenlange
derselben. Die AusmalRe der Lichtstreuung an einer Zelle sind vor allem durch die
Zellgrol3e, die Struktur der Zellmembran und die Zellorganellen bzw. Granula bedingt.
Fallt nun ein Lichtstrahl auf eine Zelle, so wird das Licht nicht gleichmaRig in alle
Richtung gestreut, sondern es ergeben sich gewisse Eigenheiten, die mit den
morphologischen Aspekten der Zelle korrelieren. Abhangig von der GroRe der Zelle
wir ein bestimmter Anteil des Lichts nach
vorne, also in Richtung des einfallenden
Lichtstrahles gestreut. Das so genannte
forward light scatter (FSC) kann also als Mal3

fur die ZellgréRe genutzt werden. \ //

Wird das Licht im rechten Winkel zur

Sidewward Scatter

[Z=llgranularitdt)

Einfallrichtung des Lichtstrahles gestreut, so | -**%"
ist die Ursache dafiir in der intrazellularen Forewsard
Granularitat zu finden. Dieses %L Scatter

. . . . . [E2=llgrSBe)
Seitwartsstreulich wird auch als side scatter o
AntikSrper

(SSC) bezeichnet. Somit sind mit Hilfe des |mit Flucreszanz
physikalischen Effektes der Lichtstreuung

schon zwei WiChtige Informationen  zur Abb 25 Darstellung der Biometrie bei der
Einteilung der  gemessenen Zellen  DurchfluRzytometrie. Das Laserlicht wird durch den

gewonnen worden (Eckardt 1991, Eckardt Messaufbau sowohl bei direktem Durchtritt durch Zédle
1993) (Foreward Scatter), als auch bei Streuung (Sideward

Scatter) detektiert. Monoklonale  Antikdrper  mit

. FI ki oglich i ifisch
Die Messung der Fluoreszenz: uoreszenzmarkierung  ermégliche die  spezifische

Mit Hilfe von monoklonalen Antikdrpern
kénnen bestimmte, mit entsprechenden Bindungsstellen versehene Zellen, markiert
werden, wenn an die Antikorper des weiteren der Partikel eines Stoffes gebunden ist,
welcher die Fahigkeit hat, durch elektromagnetische Strahlung selbst zum Leuchten

Markierung von Oberflachenmerkmalen.
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angeregt zu werden. Die Eigenschaft dieses Stoffes ist das, was weithin als
Fluoreszenz bezeichnet wird.

Fluoreszenz begrindet sich auf der Eigenschaft eines Stoffes, elektromagnetische
Wellen auf einem fir diesen Stoff charakteristischen Wellenlangenbereich zu
absorbieren. Mit Hilfe der Energie, welche dieser Strahlung inne wohnt, ist es
Elektronen  moglich, ein  hoheres Energieniveau zu erreichen. Der
Wellenlangenbereich elektromagnetischer Wellen, welcher die Fahigkeit hat, einen
bestimmten Stoff zu eben diesem Elektronensprung anzuregen, wird als
Absorptionsspektrum dieses Stoffes bezeichnet; es ist spezifisch fiir den Stoff.

Durch einen Rucksprung auf das alte, niedrigere Energieniveau, verstandlicher Weise
mit einer Abgabe von Energie einhergehen muss, emittiert das Elektron ein Photon,
also ein sog. Lichtteilchen. Die so entstandene Strahlung entspricht dem, was weithin
als Fluoreszenz bezeichnet wird. Da der ganze Prozess, also das Anheben und
Absenken der Energie eines Elektrons in den Atomen des beschriebenen Stoffes, ein
energieaufwandiger ist, ist das abgestrahlte, also fluoreszierende Licht energiearmer
als das, was zu dem Energieniveausprung gefihrt hat. Dies findet seine
Entsprechung in der langeren Wellenldnge, welches das fluoreszierende Licht im
Vergleich zum urspriinglich anregenden Licht hat. Der Wellenlangenbreich, in dem
Photonen emittiert werden, wird als Emissionspektum bezeichnet. Als Lichtquelle fur
die Anregung der Fluoreszenz wird ein Laserstrahl verwendet, in diesem Fall erzeugt
von einem Argon-Laser, der Licht mit der Wellenlange von 488 nm generiert.
Waéhrend die Wellenlange des verwendeten Laserlichtes innerhalb des
Absorptionsspektrums des Fluoreszenzfarbstoffes liegen muss, ist die exakte
Ubereinstimmung mit dem Absorptionsmaximum nicht notwendig. Vom
Absorptionsmaximum abweichende Laser-Wellenlangen bedingen dann jedoch eine
minder intensive Fluoreszenz.

Durch die Kombination unterschiedlicher Fluoreszenzen bei gleicher Anregbarkeit
unter Licht der Wellenlange 488 nm lassen sich, voneinander differierende
Emissionsmaxima vorausgesetzt, mehrere Zelleigenschaften gleichzeitig darstellen.
In den hier durchgefiihrten Versuchen wurde diese Mdoglichkeit genutzt, um die
Expression der mit monoklonalen Antikérpern markierten Zelloberflachenmolekile
CD45 und CD34 gleichzeitig beurteilen zu kénnen. In Kombination wurden hierbei
Fluorescein-isothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin (PE) als Farbstoffe eingesetzt, so
dass man von einer Zweifarben-Immunfluoreszenzmessung FITC/PE spricht.

Die Messung der von den Zellen abgegebenen Fluoreszenzsignale erfolgt mit Hilfe
von Detektoren, welche die Energie der Lichtimpulse in elektrische Impulse
umwandeln und quantifizieren kdénnen. Diese Signale kbnnen somit an einen
Computer weitergegeben und ausgewertet werden.
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2.3.2.2 EDV-gestutzte Datenerfassung und Auswertung durchflusszytometrisch erfasster Daten

Die fur ein DurchfluBzytometer spezifische Software ist in der Lage, die durch das
oben beschriebene Verfahren erfassten Daten fur den Anwender grafisch sichtbar zu
machen. Die Datenaufnahme erfolgt im so genannten Listmode, d.h. jedem von
Zytometer erfassten Ereignis wird eine Zeile in einer Datenbanktabelle zugeordnet, in
der alle erfassten Daten abgespeichert und fir die weitere (auch nachtragliche)
Verarbeitung bereitgehalten werden. In einer in diesem Fall bevorzugten
zweidimensionalen Darstellung kann so jede Zelle in Form eines Pixels in die zwei
Dimensionen eingeordnet werden. Unterschiedliche Kombinationen  von
Koordinatenachsen bzw. Dimensionierungen ermdglichen folglich eine differenzierte
Einordnung der Zellen. Die Dimensionierung und Auswahl der Achsenbelegung der
Diagramme obliegt dem Benutzer der Software.

In den hier beschriebenen Untersuchungen wurden zweckmaRiger Weise folgende
Graphen (jeweils zweidimensional) angelegt:

Forward scatter (ZellgréRRe) gegen Sideward scatter (Zellgranularitat)

Count (Zellzahl) gegen Forward scatter (Zellgréfie)

Log CD 45 + gegen Sideward scatter

Log CD 45+ gegen Log CD 34+

Log CD 34+ gegen Sideward scatter (Zellgranularitét)

Das so genannte "Gating", ein weiteres Auswertungsverfahren der Software,
ermdoglicht dem Benutzer neben der grafischen Darstellung auch noch eine néhere
Eingrenzung der Zellauszéhlung und Zellauswertung. Dabei kann der Anwender
einen Rahmen (ein sog. "gate™) um eine bestimmte, in einem Diagramm grafisch
darstellte Zellpopulation lege, und somit die zu betrachtenden Zellen eingrenzen und
zusatzlich auszéhlen lassen.

Dies ist insbesondere deswegen sinnvoll, da man den einzelnen Populationen der
Leukozyten anhand ihrer Eigenschaften Granularitat, Grél3e und natirlich
Antikérperbindung Gruppen von Pixeln in der Bildschirmdarstellung zuordnen kann.
Somit wird die Spezifitat der Methode erhoht. Zelltrimmer und Verunreinigungen
werden weitgehend ausgeschlossen.
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Abb. 2.6 Beispiel fur eine sog. Flow-Check vor dem Beginn der durchflusszytometrischen Messungen. Dargestellt sind die
acht Messfenster fur die unterschiedlichen Einstellungen des DurchfluBzytometers: FSC vs. SSC, Summe aller gezahlten
Ereignisse im FSC, in der Fluoreszenz 1 bis 4, in der zusétzlichen Fluoreszenz und die Darstellung Z&hlereignisse vs. Zeit.
Die definierten Partikel der Flow-Check-Ldsung stellen sich als Fluoreszenz-Spitzen im foreward-sideward-Diagramm sowie in
den einzelnen Fluoreszenzen in dafiir definierten Bereichen, sog. ,gates“ dar. Solange die Spitzen in den definierten
Bereichen bleiben und der HPCV-Wert die Grof3e 2.0 nicht Uberschreitet, ist das Zytometer korrekt eingestellt. Entsprechend
der Vorgaben des Herstellers Giberschreitet keine der Fluoreszenzen im HPCV-Wert in dem dargestellten Diagramm den Wert

2.0, alle Spitzen zeichnen sich scharf und eingipflelig ab.

Im Vorfeld der Messungen wurden zunachst die fur das Gerét vorgesehenen
MalBnahmen zur Qualitdtssicherung durchgefihrt. Dazu zahlt neben der
ordnungsgemafen Reinigung und Spillung des Gerates vor der Benutzung auch die
Kontrolle der Zahleinheit und der Auswertungssoftware mit Hilfe so genannter Flow-
Check-Partikel, welche mit Hilfe eines vom Gerateproduzenten mitgelieferten
Messprofils Uberprift werden konnen. Dieser als ,Flow-Check” bezeichnete
Qualitatssicherungsprozess dient der Uberprifung Stabilitat des optischen Systems
sowie des Ausschlusses verunreinigter Probenwege. Von der bei 4C aufbewahrte
Flow-Check-Fluoreszenz-Substanz werden 15-20 Tropfen zur Messung in ein
Messrohrchen Uberfohrt und anschlieBend im Flow-Check-Protokoll bei niedriger
(low") Durchflussrate gemessen. Dabei muss der Variationskoeffizient der halben
MelRpeakhtohe (HPCV-Wert) weniger als 2,0 betragen. Bei Werten > 2,0 ist eine
Wartung des Gerates nétig (Abb. 2.6).
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Hist Region ID % Count Mn X MnY PkPosX PkPosY PkCnt FPCVX FPCVY
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4 E E 0.0 0 sk sk Hkkk *ekkk *k $k *ok

Abb. 2.7 Darstellung der Bildschirmausgabe bei einer isotypischen Negativkontrolle. Die Darstellung oben links zeigt eine normale
Verteilung der Zellen in der Leukozytenreihe mit sogenannten ,Wolken* fir die Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten in der
Darstellung FSC vs. SSC. Das zweite Fenster stellt alle Zahlereignisse nach deren Granularitat (im SSC) dar. Fenster drei zeigt,

dass wahrend der nicht mit Antikbrpern markierten Iso-Kontrolle keine Ereignisse im Fluorezenzgate D zu verzeichnen sind. Fenster

Des weitern wurden bei jedem Messgang zwei isotypische Negativkontrolle
mitgemessen. Die Messungen selbst wurden in anfangs in Doppel- spater in
Dreifachansétzen durchgefuhrt, um Schwankungen der Messwerte fir die
Auswertung so gering wie moglich zu halten und mdglichen Probleme bei Ansatz und
Messung vorzubeugen (s. Abb. 2.7).
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OPID: NAME
42 seconds, 40113 events
Initial cytosett. from prot. Kikli CD45/34 v.29.5 Manual Stop
1: 2: 3: 4: D
= w =3 =
: & g g J

Count

 Fhg Log, .., 1098
m

LY L0

vavv,y.vlzéay.y.. Jooi & T IylZé‘G 120

SS SS SS SS
5: E
o
~N
-
24
= J
— 7T
%] 128
SS
Stats: Not Normalized, Listgating: Disabled
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Abb. 2.8 Darstellung der Bildschirmausgabe bei einer CD34 /CDA45 Zellanalyse. Im ersten Fenster (FSC vs. SSC) erscheinen alle
Zellen als Z&hlereignis, wobei schon hier einzelne Subpopulationen als Wolken zu erkennen sind. Im zweiten Fenster sind die
Zahlereignisse nach Granulritat aufgetragen. Das dritte Fenster zeigt die Zahlereignisse, die fur die erste Fluoreszenz (FITC) CD45

positiv markiert sind. Durch ,gaten” dieser Zahlereignisse kdnnen die Leukozyten eindeutig gegen andere Zellen abgegrenzt werden.

Vermessen wurden die Proben Forward-Scatter(FSC) gegen Sideward-Scatter
(SSC), Zellzahl gegen Sideward-Scatter, Fluoreszenz 1 Sideward-Scatter,
Fluoreszenz 2 gegen Sideward-Scatter. In der Foreward-Sideward-Darstellung
kénnen die einzelnen Leukozytenpopulationen bereits voneinander differenziert
werden. Nach Granularitét staffeln sich die Leukozyten von niedrig nach hoch:
Lymphozyten (mit Stammzellpopulation), Monozyten, Granulozyten. Die sich dabei
gruppierenden Punktwolken kénnen bereits zur Zellzahlbestimmung, aber auch zum
weiteren Eingrenzen der spater betrachteten Subpopulationen genutzt werden.

Die Gating-Strategie zur Erfassung CD34+ Stammzellen lasst zunachst eine
Eingrenzung der Leukozyten mit Hilfe der CD45+ Ereignisse (1. Fluoreszenz) zu.
Diese konnen nun im Auftrag gegen Granularitat und 2. Fluoreszenz in CD34+ und
CD34- Zahlereignisse unterschieden werden. Somit stellen sich die CD34+
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hamatopoetischen Stammzellen als die Schnittmenge der CD34+ und CD45+
Zahlereignisse dar.

2.4 Statischtische Auswertung
2.4.1 Besonderheiten bei der Datenauswertung

Zeitliche Vergréberung

Aus unterschiedlichen Griinden vor allem logistischer Art erfolgten die Blutentnahmen
zum Ende des Monitoring unregelmaRiger als zu Beginn. Wie beschrieben, brach
eine Patientin das Monitoring nach Stunde 9 ab. Bei anderen Patienten konnte es
durch andere medizinische Indikationen (Infusionswechsel, Medikamentengaben
usw.) zu Verzogerungen der Blutentnahme insbesondere bei den Messungen zur
Stunde 8 oder zur Stunde 10 kommen. Bei allen hier vorgelegten Individualdaten
wurden somit  fur die Ergebnisse der mit ,8 Stunden nach G-CSF-Gabe*
bezeichneten Messungen auch jene Blutentnahmen zur Auswertung hinzugezogen,
die aus logistischen Grinden bis zu 45 Minuten spater erfolgten. Bei den Daten
handelt es sich also um Ergebnisse aus den Messungen zwischen Stunde 8 und
Stunde 9. Gleiches gilt fir die Daten der Stunden 10, bei in deren Auswertung auch
alle Daten hinzugezogen wurden, die zwischen Stunde 10 und Stunde 11 gemessen
worden sind.

Plausibilitatskontrolle

Alle Daten wurden nach der Erhebung und vor der Auswertung einer
Plausibilitatskontrolle, basierend auf Literatur und eigene Erfahrungen mit der
DurchfluBzytometrie unterzogen. Dabei wurden Einzelwerte, welche sich der
Plausibilitét der jeweiligen Messung entzogen, also die Stetigkeit einer Ergebnisreihe
unbegrundet verlieBen, auf mdgliche Ursachen Uberprift und im Zweifelsfall nicht in
die Auswertung mit einbezogen. So genannte Ausreil3er bei drei parallel angesetzten
Messungen wurden vor der Auswertung ebenfalls eliminiert.

2.4.2 Biomathematische Auswertung und Methoden

Arithmetisches Mittel

Das arithmetische Mittel, auch als Mittelwert bezeichnet, wurde unter Annahme einer
eingipfligen Normalverteilung eingesetzt. Es errechnet sich aus der Summe aller
Werte, geteilt durch deren Anzahl:

MW = > x/n

Standardabweichung

Die positive Quadratwurzel aus den Mittelwerten der quadrierten Abweichung wird als
Standardabweichung bezeichnet und ergdnzt den Aussagewert des arithmetischen
Mittels um das Mal} der Abweichung von Mittelwert. Die Berechnung erfolgte nach
der Formel:
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so [PIxX-(Xx)
nn—1)

Median

Die Berechnung des Medians wurde bei Verdacht auf Ausreil3er der Berechnung des
Mittelwertes vorgezogen. Er gibt den Beobachtungswert an, der die Gruppe von
Werten in zwei gleichgrol3e Halften teilt. Die Schatzung erfolgt nach der Formel:

=U0+b <—n/2—(2j)0)

f Median

mit U als untere Grenze der Medianklasse, b als Klassenbreite, n als Anzahl der
Werte, (X f)y als Summe der Haufigkeitswerte aller Klassen unterhalb der
Medianklasse und fyedian @ls die Anzahl der Werte in der Medianklasse.

Geometrisches Mittel

Das geometrische Mittel wurde bei allen Berechnungen relativer Daten zueinander,
also insbesondere der relativen CD34+ Zellkonzentration und
Leukozytenkonzentration in Bezug auf den jeweiligen Ausgangswert angewendet. Die
Berechnung erfolgt mit Hilfe der Formel :

XG = EXI'XZ'X3' «oa*Xp

wobei n fur die Gesamtzahl der Werte x; bis x, steht.

Gleitender Durchschnitt

Der Gleitende Durchschnitt wurde im Sinne einer Trendlinie zur gegléatteten
Darstellung von Kurvenverlaufen verwendet, so dass Maxima und Minima in den
Verlaufen deutlicher hervortreten. Die Werte der Funktion ,Gleitender Durchschnitt
berechnen sich mit Hilfe der Funktion:

F = (At + At ... At—n+1) /n

mit A als Wert zum Zeitpunkt t. Das Ergebnis ist F; als prognostischer Wert zum
Zeitpunkt t.

Definition Verlaufsmaximum und Verlaufsminimum

In den Verlaufen der gemessenen Werte wurde als Maximum jeder Wert bezeichnet,
der signifikant grof3er war als der Wert der Messungen unmittelbar vor und nach der
betreffenden Messung.
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2.4.3

24.4

In den Verlaufen der gemessenen Werte wurde als Minimum jeder Wert bezeichnet,
der signifikant niedriger war als der Wert der Messungen unmittelbar vor und nach
der betreffenden Messung.

Werte, die zur Stunde 0 nach G-CSF-Gabe hdher bzw. niedriger lagen als in der
darauf folgenden/vorangegangenen Messungen, wurden in der Auswertung der
Leukozytendaten ebenfalls als Maximum bzw. Minimum gewertet.

Mathematische Tests (Sachs L 1996, Ackermann H 1997)

Craddock-Flood-Test

Der Test untersucht fir bis zu 5 Zeilen und Spalten die Abhangigkeit von kategorialen
Merkmalen, in diesem Falle z.B. Neuroblastompatienten vs. andere maligne
Erkrankungen mit  Mobilisierungstypen I-IV. Er wurde anstatt des haufiger
verwendeten Chi*>-Tests gewahlt, um den kleinen Fallzahl der einzelnen
Untergruppen gerecht zu werden.

Pearson-Korrelation

Der Pearsonsche Korrelationskoeffizienten wurde zur Aussage Uber die Starke des
Zusammenhangs zwischen zwei Klassifikationsmerkmalen einbezogen. Bei volliger
Unabhangigkeit hat der Korrelationskoeffizient r den Wert 0, bei vélliger Abhangigkeit
einen Wert zwischen 0 und 1 abhangig von der Anzahl der Felder der
Kontingenztafel. Dazu wird fir jede Kontingenztafel der groRtmdgliche
Kontingenzwert angegeben.

Der Korrelationskoeffizient r errechnet sich nach:

r= (PIn+x?)
Fehlerquellen

Patientenkollektiv

Fur eine auf Signifikanzerfassung ausgerichtete statistische Auswertung war das hier
vorgestellte Patientenkollektiv aufgrund der kleinen Fallzahl und der sehr individuellen
Voraussetzungen wie Verlaufe als eher ungeeignet einzustufen. Obwohl eine
Unterteilung des Kollektivs in verschiedene Untergruppen vorgenommen wurde,
muss betont werden, dass die Aussagekraft er Ergebnisse eben wegen der kleinen
Fallzahl als begrenzt erachtet werden muss.

Durchflusszytometrische Messungen

Fehler bei der Erhebung von Daten durch durchflusszytometrische Messungen sind
durch eine sinnvolle Gating-Strategie weitgehend zu vermeiden. Unspezifische
Bindungen, Zelltrimmer und Zellkonglomerate jedoch kénnen in geringem Mal3e die
Messergebnisse verfalschen. Ebenfalls ist die Anzahl der in ein Gate
eingeschlossenen Ereignisse in einer geringen Schwankungsbreite vom Untersucher
abhangig.

Es wird darauf Hingewiesen, dass die Durchflulzytometrie mit der Entwicklung neuer
Gerate (mehr und neuere Laser, Vielfarbanalysen), verbesserter Software und
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gesteigerter Qualitatssicherung heute bereits eine wesentlich genauere Messung und
Auswertung ermoglicht als zum Zeitpunkt der Datenerhebung dieser Arbeit.

Monitoring-Unterbrechung

Das Monitoring wurde von Patient 2 nach 9 Stunden abgebrochen, so dass zwar der
Verlauf der hamatologischen Messwerte dargestellt wird, alle gemittelten Werte nach
Stunde 9 jedoch nur auf 13 Patienten bezogen werden kdnnen.
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3.Ergebnisse

3.1 Ergebnisse des Monitoring nach einzelnen Messpa  rametern

3.1.1 Messung der Leukozytenkonzentrationen

relative Leukozytenkonzentration

Die Leukozytenkonzentration im vendsen Blut der 14 hier untersuchten Patienten
wurde maschinell innerhalb von zwei Stunden nach der Entnahme aus dem Katheter
des Patienten ermittelt. Insgesamt wurden auf diese Art und Weise 126
Leukozytenkonzentrationen erfasst. Als Referenzwert fur die Normalwerte der
Leukozytenkonzentrationen gelten im Labor 4,1*10° Zellen/ul bis 10,9 *10° Zellen/pl;
diese Normalwerte wurden aufgrund der Grundkrankheiten der Patienten h&ufig
Uber- bzw. unterschritten.

Die maximal gemessene Leukozytenkonzentration lag bei 46,4 *10° Zellen/ul, das
Minimum konnte mit 3,9 *10° Zellen/pl festgestellt werden. Im arithmetischen Mittel
betrug die Leukozytenkonzentration bei den Kindern bei 16,1 *10° Zellen/ul bei einer
Standardabweichung von 10,4. Der Median dieser Messungen lag bei 13,15.

0 1 2 3 4 3 G 7 g 9 10 i 12

Stundlen nach G-CSFBolus s.c.

160,00 -

160,00

140,00

190,00

100,00

50,00 1+

0,00 1

40,00

20,00

0,00

Abb. 3.1 Geometrisches Mittel der Leukozytenkonzentrationen im peripheren Blut von 14 péadiatrischen Patienten,
aufgetragen gegen die Stunden nach G-CSF-Gabe subcutan. Dargestellt wird der aus den Monitoring-Werten aller
Patienten geometrisch gemittelte Verlauf der Leukozytenkonzentrationen tber 12 h. Als Ausgangswert (entspricht
100%) wird die Leukozytenkonzentration vor der ersten G-CSF-Gabe zur Stunde 0 angenommen, alle weiteren

ermittelten Werte werden in ihrer relativen H6he zum Ausgangswert dargestellt.
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Patient O

24,6

1025
326,4
610,5
43,20

118,00
89,40
53,60

2
4,6
25,8
25,5
10,8
4,80
8,50
7,70
5,60

4
4,2

36,6
34,5
11,5
6,10
8,60

5
4,1
39,6
35,9

7,40
8,60

6
5,4
38,5
41,1
13,5
7,70
8,90

45,2
35,1
15,5
8,70
9,50

8 10
6
46,4
34,1335

12

31
32,5

16,8 18,819,7
9,70 12,6013,2

9,90 10,40

10,30

15,00 16,00 18,50 17,70 18,20 17,00 15,80
540 3,90 430 4,50 4,80 5,30 5,50
910,50 11,00 13,10 14,20 14,50 17,00 18,40 22,90 22,7
716,90 16,20 17,90 18,70 19,70 19,50 18,70 20,00 21,3
128,60 11,30 12,30 13,80 14,80 14,00 17,20 15,60 18,30
122,10 26,30 30,20 30,40 31,90 25,50 33,50 34,80 38,10
136,00 6,20 8,40 9,52 10,50 10,60 10,30 11,90 13,80
147,24 5,14 10,3 11,9 11,9 11,1 11,5 10,8 9,2

Mittel-
wert Stabw
493 0,82
36,01 8,13
33,18 4,77
14,71 3,39
8,43 3,26
9,19 0,86
15,03 3,87
4,77 0,73
16,03 4,59
18,77 1,59
13,99 2,99
30,31 5,00
9,69 2,53
9,9 2,32

Media
n

4,6
37,55
34,1
15,3
8,2
8,9
16
4,8
14,5
18,7
14
30,4
10,3
10,8

Tab. 3.1 Wertetabelle Leukozytenmessungen (Individualliste), aufgetragen gegen die Anzahl der Stunden nach G-CSF-Gabe.

Angaben in 1000 Leukozyten/ul vendses Blut.

Patient 0
2 100,00
10 100,00
3 100,00
6 100,00
4 100,00
11 100,00
8 100,00
5 100,00
9 100,00
7 100,00
12 100,00
1 100,00
13 100,00
14 100,00

2
100,00
103,20

96,59
102,86
150,00
106,25

81,91
155,56
104,76

95,86
131,40
119,00
103,33

70,99

4

91,30
146,40
130,68
109,52
190,63
107,50
159,57
150,00
124,76
105,92
143,02
136,65
140,00
142,27

5
89,13
158,40
135,98

231,25
107,50
170,21
108,33
135,24
110,65
160,47
137,56
158,67
164,36

6
117,39
154,00
155,68
128,57
240,63
111,25
196,81
119,44
138,10
116,57
172,09
144,34
175,00
164,36

7

8 10
130,43

180,80 185,60
132,95129,17 126,89

147,62
271,88
118,75
188,30
125,00
161,90
115,38
162,79
115,38
176,67
153,31

160,00179,05
303,13393,75
123,75 130,00
193,62 180,85
133,33 147,22
175,24 218,10
110,65 118,34
200,00 181,40
151,58 157,47
171,67 198,33
158,84 149,17

12

124,00
123,11
187,62
412,50
128,75
168,09
152,78
216,19
126,04
212,79
172,40
230,00
127,90

Mittel-
wert  Stabw

105,97 17,86
140,67 32,51
124,46 18,06
136,76 32,25
243,25 101,79
114,41 10,80
153,93 41,21
130,94 20,41
147,30 43,70
110,68 9,40
159,07 34,72
135,43 22,64

156,20342,13

132,6 32,06

Media
n

100,00
150,20
129,17
145,71
256,25
111,25
170,21
133,33
138,10
110,65
162,79
137,56
171,67
149,17

Tab. 3.2 Relative Leukozytenkonzentrationen (Individualliste), bezogen auf den jeweiligen Ausgangswert (0-Stunden-Wert) und

aufgetragen gegen die verstrichenen Stunden nach der ersten G-CSF-Gabe. Die Umrechnung in relative Werte bezieht sich auf

den jeweiligen Ausgangswert zur Stunden 0 nach G-CSF-Gabe. Dadurch ergeben sich sinnvolle Vergleichswerte.
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1 Neuroblastom IV 16 72 16 72
2 Neuroblastom IV 2,2 53 1,7 36
5 Neuroblastom IV 1,9 53 1,9 53
6 Neuroblastom IV 9,2 87 9,2 87
7 Neuroblastom IV 42 29 3,7 23
12 Neuroblastom IV 9,7 113 9,7 113
13 Neuroblastom IV 7,8 130 7,8 130
14 Neuroblastom IV 6,7 127 2,0 28
3 PNET 15,6 61 8,3 31
4 Osteosarkom 11,2 339 11,2 339
11 Osteosarkom 2,3 35 2,3 35
8 Rhabdomyosarkom 8,8 94 6,4 68
9 Ewing-Sarkom 19 53 1,9 53
10 Ewing-Sarkom 21 86 6 24

Tab. 3.3 Die Tabelle beschreibt fiir jeden Patienten die Grunderkrankung, die Differenz der Leukozytenkonzentration
zwischen Konzentrationsmaximum und Konzentrationsminimum sowohl als absolute Zellzahl, als auch als relativen
Wert bezogen. Zudem wird die Differenz der Leukozytenkonzentration zu Beginn des Monitoring (Stunde 0) und zum

Ende des Monitoring (Stunde 12h) als absoluter und relativer Wert angegeben.

Das geometrische Mittel der relativen Leukozytenkonzentrationen lag bei 139 %,
bezogen auf die Ausgangs-Leukozytenkonzentrationen zum Beginn der Messung.
Alle Patienten zeigten einen Anstieg der Leukozytenkonzentration {ber die
beobachteten 12 Stunden hinweg, der zwischen 1700 Leukozyten/pl und 16000
Leukozyten/ul lag. Dies gibt zwar die grundsatzliche Entwicklung der
Leukozytenkonzentrationen bei den Patienten wieder, es ergaben sich jedoch
unterschiedliche individuelle Verlaufe der Leukozytenkonzentrationen bezogen auf
den Zeitpunkt  und die Hohe der maximalen und minimalen
Leukozytenkonzentrationen wahrend des Monitoring.

Die Verteilung der Maximalwerte und Minimalwerte der Leukozytenkonzentrationen
im peripheren Blut zeigt die in Abbildung 3.2 dargestellte Verteilung. Daraus ergibt
sich fur die Maximalkonzentrationen, dass bei 10 der vierzehn Patienten (71%) das
Maximum der Leukozyten erst mindestens 9 Stunden nach dem G-CSF-Bolus
erreicht wurde, bei 43% (sechs von vierzehn) sogar erst zur Stunde 12. Dabei wiesen
5 der 14 Patienten eine Leukozytenkonzentrationskurve mit genau einem Maximum
auf. Weitere drei Patienten wiesen ein Maximum bei Stunde 5 bzw. Stunde 6 auf.

Die Minimalkonzentrationen betreffend konnten festgestellt werden, dass 64% der
Patienten (neun von vierzehn), das Minimum der Leukozytenkonzentration zur
Stunde 0 aufwiesen, also vor dem subcutanen G-CSF-Bolus, und dass diese
innerhalb der nachsten 12 Stunden nicht wieder auf einen niedrigeren Wert als den
Ausgangswert absank. 29% der Patienten (vier von vierzehn) zeigten ein
Leukozytenkonzentrationsminimum um die Stunde 2 nach G-CSF-Gabe.
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Abb. 3.2 Leukozytenkonzentration im venésen Blut: Maxima und Minima in 12 h nach G-CSF-Bolus.
Darstellung der Patientenanzahl, die zu einem bestimmten Zeitpunkt ein Maximum oder Minimum ihrer
Leukozytenkonzentrationen aufwiesen. Die minimalen Leukozytenkonzentrationen sind bei allen
Patienten bis zur Stunde 4 nach G-CSF zu finden, die meisten Maximalen Leukozytenkonzentrationen
finden sich ab Stunde 6 nach G-CSF-Gabe.

Des Weiteren zeigte sich, dass 100% (vierzehn von vierzehn) der Patienten das
absolute Minimum ihrer Leukozytenkonzentration innerhalb der ersten vier Stunden
nach Monitoringbeginn aufwiesen, dementsprechend kein solches Minimum spater
als Stunde 4 auftrat. Die Minimalkonzentrationen der Leukozyten war in neun der
vierzehn Falle am Nullpunkt der Messreihe gegeben, in den funf Fallen, in denen es
zu einem weiteren Abfall der Leukozytenkonzentration kam, sank die Konzentration
nie um mehr als 30% des Ausgangswertes ab. Bemerkenswert erscheint, dass die
drei Patienten, die in den Stunden 5 und 6 nach G-CSF Gabe eine maximale
Leukozytenkonzentration im peripheren Blut aufwiesen, also eher einen friihes
Maximum bezogen auf das Gesamtkollektiv zeigten, die selben Patienten waren,
welche ihr Minimum erst bei Stunde zwei, also eher spat in Bezug auf das
Gesamtkollektiv aufwiesen.

Ein Sonderfall stellte die Patientin dar, die das Monitoring verfriiht abgebrochen hatte,
da sie zweimal denselben Minimalwert erreichte, einmal zur Stunde 1 und einmal zur
Stunde 5 des Monitoring.

Zur Verlaufsbeobachtung der Leukozytenwerte ist festzustellen, dass die
Leukozytenkonzentrationsverlaufe der 14 Patienten dber den zwdlfstindigen
Beobachtungszeitraum hinweg zwar individuell stark voneinander abweichen, dass
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sich aber ihr grundséatzlicher Verlauf, im Sinne eines gleitenden Durchschnitts, in
unterschiedliche Kategorien einordnen lasst. Die Trendlinienanalyse zeigt, dass drei
der 14 Patienten einen durchgehenden Anstieg der Leukozytenkonzentrationen tber
den gesamten Messzeitraum hinweg aufweisen (einfacher Anstieg). Nur zwei
Patienten entwickelten einen Konzentrationsverlauf mit einem einfachen Maximum
(einfaches Maximum). Vier Patienten weisen als Charakteristikum einen anfanglichen
Abfall der Leukozytenkonzentrationen mit einem Minimum, und erst nachfolgend ein
Konzentrationsmaximum auf (Minimum-Maximum). Weitere fiinf Patienten zeigten
einen Konzentrationsverlauf, bei dem ein Minimum auf ein anfangliches Maximum
folgte, um anschlieBend erneut in einen Anstieg der Werte Uberzugehen(Maximum-
Minimum-Verlauf).

MaxinmuarHvE ninuam einfacher Anstieq
35% M %

Einfaches Maxinwm
14%

MininumViaxinmum
29%

Abb. 3.3 Relative Haufigkeit der vier verschiedenen Leukozytenkonzentrationsverlaufe. ,Einfacher Anstieg, beschreibt eine
stetig Leukozytenkonzentration Uber alle 12 h des Monitoring. ,Einfaches Maximum®, entspricht genau einem Anstieg, gefolgt
von genau einem Abfall der Leukozytenkonzentration wahrend der 12 h des Monitoring. ,Maximum-Minimum* beschreibt einen
Anstieg mit Anfall und erneutem Anstieg der Konzentration, genau gegenteilig verlauft ist ein ,Minumim-Maximum*“-Verlauf zu

beschreiben. Einfache Minimum-Konfigurationen konnten nicht beobachtet werden.
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Abb. 3.4 Individuelle Leukozytenkonzentration im vendsen Blut bei drei Patienten, die einen steten Anstieg der

Leukozytenkonzentration verzeichnen lieBen. Jeder gemessene Wert war niedriger als der darauf folgend

gemessene.

relative Leukozytenkonzermtration
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Abb. 3.5 Individuelle Leukozytenkonzentration im vendsen Blut bei zwei Patienten, die ein einfaches Maximum der

Leukozytenkonzentration aufwiesen.
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Abb. 3.6 Individuelle Leukozytenkonzentration im vendsen Blut bei vier Patienten, die zunéchst einen Abfall mit
Minimum der Leukozytenkonzentration aufweisen, dem sich ein Maximum anschlief3t. In dieser Gruppe befindet sich
auch die Patientin, die das Monitoring verfruht abgebrochen hat (Pat. 2).

230,00

210,00

180,00

170,00

150,00

130,00

110,00 =

Stunden nach G-C5F-Bolus s.c.

Abb. 3.7 Individuelle Leukozytenkonzentration im vendsen Blut bei funf Patienten, die zun&chst einen Anstieg mit
Maximum der Leukozytenkonzentration aufweisen, dem sich ein Maximum anschlief3t, auf das ein weiteres Maximum
folgt
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3.1.2 Die CD34+Zellkonzentration unter dem Einfluf3 von G-CSF

Die CD34+ Zellkonzentration im vendsen Blut der 14 hier untersuchten Patienten
wurde durchflusszytometrisch ermittelt, die Probenaufbereitung erfolgte innerhalb von
zwei Stunden nach der Entnahme. So wurden insgesamt 121 Einzelmesswerte bei
den 14 Patienten erfasst. Die maximale CD34+ Zellkonzentration lag bei 348
Zellen/pl, die minimale bei 8 Zellen/ul. Im arithmetischen Mittel betrug die CD34+
Zellkonzentration 86 CD34+ Zellen/ul bei einer breiten individuellen Streuung der
Werte. Der Median der CD34+ Zellkonzentrationsmessungen lag bei 66 CD34+

Zellen/ul

Patient 0 2 4 5 6 7 8 10 12 v'\\llltlat:tel Stabw  Median
2 13,24 11,24 10,15 9,87 10,95 14,61 16,18 12,15 2,15 11,24
10 203,01 204,25 208,03 206,78 225,83 285,66 227,64 242,24 225,43 28,07 216,93
3 42,34 34,80 22,87 36,36 35,02 3155 36,21 2550 16,67 31,26 8,04 34,80
81,89 99,15 102,26 80,68 128,76 149,62 121,52 116,00 109,99 23,66 109,13
145,67 233,00 286,33 119,67 189,00 146,33 167,67 146,50 112,67 171,87 56,31 146,50
11 21,38 21,44 24,13 24,54 18,36 21,26 18,53 21,06 21,71 2,31 21,32
8 64,94 40,28 65,13 66,22 58,06 65,18 75,24 141,27 112,04 76,48 30,84 65,18
7,81 13,40 13,89 10,40 11,22 17,60 17,26 22,39 20,09 14,89 4,79 13,89
9 67,16 79,42 64,71 73,21 58,81 66,78 68,29 96,17 108,44 75,89 16,30 68,29
92,40 82,17 74,69 70,13 61,21 72,76 93,40 77,31 6521 76,59 11,12 74,69
12 42,11 49,81 61,25 63,40 61,63 47,28 77,65 6519 93,62 62,44 15,88 61,63
1 53,06 61,42 75,65 116,62 89,53 76,64 102,64 91,92 82,17 83,29 19,67 82,17
13 151,18 176,57 229,14 255,14 232,11 256,37 253,46 280,97 348,10 242,56 57,09 253,46
14 14,85 8,37 10,50 18,94 16,99 15,15 1897 23,01 17,40 16,02 4,47 16,99

Tab. 3.4 Absolute CD34+ Zellkonzentrationen (Individualliste) aller 14 Patienten, aufgetragen gegen die Stunden

nach G-CSF-Gabe.

Patient 0 2 4 5 6 7 8 10 12 v’\cg:?I Stabw  Median
2 100,00 84,94 76,70 74,54 82,75 110,41 122,23 91,63 18,18 84,94
10 100,00 100,61 102,48 101,86 111,24 140,71 112,13 119,33 110,35 13,83 106,86
100,00 82,20 54,01 8588 82,72 74,52 8554 60,22 3938 71,31 18,98 82,20
100,00 121,07 124,87 98,51 157,22 182,70 148,39 141,65 131,59 28,89 133,26
100,00 159,95 196,57 82,15 129,75 100,46 115,10 100,57 77,35 113,04 38,65 100,57
11 100,00 100,31 112,89 114,79 85,88 99,45 58,62 65,76 89,94 20,65 99,72
8 100,00 62,02 100,29 101,97 89,41 100,37 115,86 217,55 172,53 110,60 47,49 100,37
100,00 171,71 177,89 133,15 143,68 225,46 221,10 286,76 257,36 181,62 61,32 177,89
100,00 118,25 96,36 109,01 87,57 99,43 101,68 143,20 161,47 110,93 24,26 101,68
100,00 88,93 80,84 7590 81,96 78,75 101,08 83,67 70,58 84,09 10,34 81,96
12 100,00 118,29 145,47 150,57 146,37 112,29 184,41 154,81 222,34 144,24 37,71 146,37
1 100,00 115,76 142,58 219,79 168,75 144,44 193,44 173,25 154,87 152,98 37,07 154,87
13 100,00 116,80 151,57 168,77 153,53 169,58 167,66 185,85 230,26 156,34 37,76 167,66
14 100,00 56,32 70,71 127,53 114,40 101,96 127,69 154,92 117,12 103,58 30,12 114,40

Tab. 3.5 Relative CD34+ Zellkonzentrationen (Individualliste), bezogen auf den jeweiligen Ausgangswert (0-

Stunden-Wert)
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Abb. 3.8 Mittelwerte der absoluten CD34+ Stammzellkonzentration im 12h-Monitoring.
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Abb. 3.9 Geometrische Mittelwerte der relativen CD34+ Stammzellkonzentration im 12h-Monitoring.
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In der Gesamtbetrachtung der Durchschnitts- bzw. Geometrischen Mittelwerte aller 14
Patienten zeigt sich fir den CD34+ Konzentrationsverlauf ein anféanglicher Anstieg der
CD34+ Zellkonzentration im Blut der Patienten, der zu einem ersten Maximum um die
Stunden 4 und 5 nach G-CSF-Gabe fuhrt. Daraufhin wird ein Einbruch der CD34+
Konzentration beobachtet, der zwar nicht unter den Ausgangswert fallt, jedoch niedriger liegt
als der Hochstwert des vorhergehenden Maximums. Nach durchschreiten des Nadirs um
Stunde sechs kommt es zu einem erneuten Anstieg der Konzentration zur Stunde 10 nach
G-CSF Gabe. Um die Stunden 12 nach G-CSF ist ein erneuter Abfall der CD34+
Zellkonzentration zu verzeichnen.

Bei der Analyse der Konzentrationsanderungen bei den einzelnen Patienten fanden sich
insgesamt vier Patienten, deren Ausgangswert der Messung (0-Stunden-Wert) héher lag als
der Endwert (12-Stunden-Wert). Bei allen anderen zehn Patienten lag der Endwert der
Messung Uber dem Niveau des Ausgangswertes. Bei einer Patientin Uberragte der
Ausgangswert der Messung alle anderen Messwerte, das absolute Maximum der
Messwertreihe entsprach damit dem Ausgangspunkt der Messung.

Bei zehn der vierzehn Patienten (71%) war das absolute Maximum der CD34+
Stammzellkonzentration in einem Zeitraum nach mindestens sieben Stunden nach G-CSF-
Bolus s.c. zu finden. Auf alle 14 Patienten bezogen lag das Maximum bei durchschnittlich
etwa 8 Stunden.

Das absolute Minimum der CD34+ Zellkonzentration lag im Durchschnitt bei 5 Stunden. Kein
individuelles Minimum konnte nach der 8. Stunde des Monitorings festgestellt werden. Bei
den Patienten, deren Endwert der Messung den Ausgangswert unterschritt, fand sich ein
Minimum der Stammzellkonzentration in den Stunden vier und fiinf nach G-CSF-Bolus.

Ot axdmum
Ominitmum

Anzald det Patieiten

5
O b xcim um 1 1 2
O Minimum 1 2 1 4 3 2 1

Stuelen mach GA25F B olus s,

Abb.3.10 Darstellung der Patientenanzahl, die zu einem bestimmten Zeitpunkt ein Maximum oder Minimum
ihre CD34+Zellkonzentration im peripheren Blut aufwies. Minimalkonzentrationen waren vor allem zwischen Stunde 5
und Stunde 7 nach G-CSF-Gabe vorhanden, kein Minimum der CD34+ Konzentration war nach Stunden 8 zu

messen. Die Maxima der CD34+ Zellkonzentrationen sind vor allem ab Stunde 8 nach G-CSF-Gabe festzustellen.
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Die Darstellung der Individualverlaufe zeigt im Gegensatz zur Betrachtung der
Durchschnittswerte eine Vielfalt von Variationen. Dabei war es aufgrund der kleinen
Datenmengen nicht moglich, eine statistisch gesicherte Gruppierung der Patienten
entsprechend der Verlaufe vorzunehmen.

In allen Fallen konnte mindestens eine maximale CD34+ Zellkonzentration im
peripheren Blut nachgewiesen werden, in 50% der Falle sogar ein weiteres
Maximum. In den meisten Féllen (10 von 14, entspricht 71%) wurde mindestens eine
Minimalkonzentration von CD34+ Zellen im peripheren Blut nachgewiesen (es lag
also kein kontinuierlicher Anstieg vor).

Zudem war es mdoglich, ein grundsatzliche Aussage Uber den initialen Verlauf der
CD34+ Zellkonzentrationen zu tatigen: namlich ob dieser einem initialen Anstieg oder
Abfall der Stammzellkonzentration nach G-CSF unterlag. Aus den gefundenen
Verlaufen ergab sich somit die Definition von zwei unterschiedlichen
Mobilisierungsverhalten bei den untersuchten Patienten:

Mobilisierungstyp | : Initialer Anstieg der CD34+ Zellenkonzentration nach
G-CSF-Gabe

Mobilisierungstyp Il Initialer Abfall der CD34+ Zellkonzentration nach G-
CSF-Gabe

Werden die Patienten nach diesem Kriterium ausgewertet, zeigen 56% der Patienten
(n=9) einen der G-CSF-Applikation unmittelbar folgenden Anstieg der CD34+
Zellkonzentration im vendsen Blut, wahrend 36% der Patienten (n=5) einen Abfall
der CD34+ Zellkonzentration nach G-CSF-Gabe aufweisen (s. Abb. 3.11 und 3.12).
Bei den Patienten, die zunéchst einen Abfall der CD34+ Zellen aufwiesen der
Zeitpunkt des erneuten Anstiegs Uber die Ausgangszellkonzentration im Median bei 6
Stunden nach G-CSF, wobei eine Patientin ihren Ausgangswert im Laufe der
Messung nicht mehr erreichte.
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Abb. 3.11 CD34+Zellkonzentrationsverlauf Gber 12 Stunden: 9 Patienten zeigte einen initialen Anstieg der CD34+

Zellkonzentration (Mobilisierungstyp 1).
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Abb. 3.12 CD34+Zellkonzentrationsverlauf tber 12 Stunden: 5 Patienten zeigte einen initialen Abfall der

CD34+ Zellkonzentration (Mobilisierungstyp II)
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3.1.3 Messung weiterer hamatologischer Parameter

3.1.3.1 Messungen der Erythrozytenkonzentration

Die mittlere Erythrozytenkonzentration der Patienten wahrend des Monitoring betrug
3,01 Mio./ul, bei einer Standardabweichung von 0,55 und einem Median von 2,93
Mio./ul. Dabei zeigte sich bei einem Grossteil der Patienten ein abfallender Verlauf
der Erythrozytenkonzentration. Wahrend nur ein einziger Patient am Ende der
Messung eine signifikant hohere Erythrozytenkonzentration aufwies als zu Beginn der
Messung (keiner der Messwerte dieses Patienten fiel wahrend der 12 Stunden unter
den Ausgangswert), konnten bei den restlichen dreizehn Patienten nur eine
Konzentration nahe am Ausgangswert (+/- 5% der Ausgangskonzentration bei 6
Patienten) oder unterhalb des Ausgangswertes erfasst werden (7 Patienten).

Die Erythrozytenkonzentrationen unterlagen vielfach individuellen Schwankungen, die
zumeist mindestens einen eindeutigen Maximal- bzw. Minimalwert fir den
zwolfstindigen Verlauf aufwies. Das Maximum bei zwei Patienten war dabei zur
Stunde O zu finden, drei weitere eindeutige Maximalwerte fanden sich jeweils
zwischen 4 und 6 Stunden nach dem G-CSF- Bolus, und zwischen 10 und 12
Stunden nach G-CSF-Gabe. Die Minimalwerte waren vor allem um die 6. Stunde und
um die 12 Stunde nach G-CSF zu finden.

Bei der Betrachtung der geometrischen Mittelwerte flr die relativen
Erythrozytenkonzentrationen aller vierzehn Patienten konnte zunachst ein Abfall bis
Stunde 5, maximal bis zur Stunde 7 nach G-CSF-Bolus beschrieben werden. Dabei
handelt es sich jedoch um eine Abweichung von unter 7% des durchschnittlichen
Ausgangswertes, was als nicht signifikanter Verlauf einzuordnen ist. Nach einem
Anstieg zur Stunde 10 kommt es zum Ende der Messung erneut zu einem Abfall.

3.1.3.2Messungen der Hamoglobinkonzentration (Hb), des Hamatokrit, des mittleren
corpusculdren Volumens (MCV), des mittleren corpusculdren Hamoglobingehaltes
(MCH) und der mittleren corpuscularen Hamoglobinkonzentration (MCHC)

Die Hamoglobinkonzentration im peripheren Blut der Patienten korrelierte
naturgeman stark mit der Erythrozytenkonzentration. Insbesondere bei der relativen
Darstellung beider Parameter lasst sich ein paralleler Kurvenverlauf der
Konzentrationskurven gut erkennen, wobei jedoch der Konzentrationsverlauf an sich
nur um wenige Prozent vom jeweiligen Ausgangswert abweicht. Wie bei den
Erythrozyten zeigt der HAmoglobinkonzentrationsverlauf ein absolutes Maximum bei
der Messung des Ausgangswertes, ein Minimum zur Stunde 7 nach G-CSF, und
schlie3lich ein relatives Maximum zur Stunde 10 nach G-CSF-Gabe.

Entsprechende Verlaufe weist auch der Hamatokrit auf, der bei geringfligig gréReren
Abweichungen vom Ausgangswert ebenfalls einen Maximalwert vor G-CSF-Gabe, ein
Minimum um Stunde 7 nach G-CSF-Bolus und ein weiteres Maximum um Stunde 10
aufweist.

Fur das mittlere Erythrozytenvolumen (MCV) ergaben sich bei keinem der Patienten
Abweichungen, die vom Ausgangswert der Messung um mehr als 1,5% zum
positiven oder 2,5% zum negativen tendierten, und damit bei physiologischen
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relative Erythrozytenkonz entration

Referenzwerten mit Schwankungen Uber 15% des Ausgangswertes keine
signifikanten Verlaufsschwankungen.

Demgegeniber zeigen der mittlere corpusculdren Hamoglobingehalt (MCH) und die
mittleren corpusculare Hamoglobinkonzentration (MCHC) einen parallelen Verlauf
oberhalb der jeweiligen Ausgangswerte mit einem Anstieg bis zur Stunde 6 nach G-
CSF-Gabe, einem relativen Minimum (noch immer oberhalb des Ausgangswertes) zur
Stunde 8 nach Bolus, sowie einem anschlieend erneuten Anstieg.
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Abb. 3.13 Darstellung des geometrischen Mittels der relativen Erythrozytenkonzentration unter dem Einfluss von G-

CSF. Die Anderungen der Erythrozytenkonzentration bleiben unter 7% des Ausgangswertes, zeigen aber ein

Minimum um Stunde 7, ein Maxmimum um Stunde 10 des Monitoring.
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Patient

2
10

B dative W ate

0
2,99
4,75
3,36
2,95
2,57
2,61
2,77
3,90
3,14
2,92
2,62
4,30
3,01
2,99

2
2,72
3,97
3,55
2,96
2,93
2,45
2,65
4,44
2,98
2,71
2,56
4,25
2,91
2,72

4
2,69
3,82
3,27
2,87
3,00
2,41
2,73
4,49
2,95
2,76
2,51
4,15
2,87
2,69

5
3,12
3,88
3,26

2,47
2,64
3,93
2,84
2,72
2,58
4,08
3,14
3,12

6
2,72
3,75
3,57
2,93
3,10
2,63
2,61
3,87
2,80
2,65
2,58
4,01
2,84
2,72

7
2,73
3,76
3,05
2,86
3,19
2,61
2,69
4,00
2,98
2,58
2,48
3,17
2,76
2,73

8
2,66
3,78
3,08
3,05
3,55
2,54
2,78
3,96
2,88
2,63
2,59
4,01
2,77
2,66

10

3,04
3,11
3,64
2,53
2,79
4,01
2,91
2,51
2,51
3,96
2,86

Mittel-

12 wert Stabw Median
9,58 5,68 2,73

3,62 10,66 7,47 3,82
3,07 9,77 6,34 3,27
2,96 8,79 577 2,96
3,33 39,4115,67 3,26
2,48 70,4424,80 2,54
2,85 101,1734,72 2,75
4,03 131,4945,65 4,01
2,91 162,2454,24 2,93
2,58 192,9563,69 2,68
2,57 223,6973,29 2,58
3,99 254,0384,32 4,05
2,94 284,649291 2,89
9,58 5,68 2,73

Tab. 3.7 Wertetabelle Erythrozytenkonzentration (absolut, *10°./ul, Individualliste), bezogen auf Anzahl der Stunden
nach G-CSF-Gabe.
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Abb. 3.14 Darstellung der direkt oder indirekt Erythrozyten-abhangigen Parameter unter dem Einfluss von G-CSF.

Von links nach rechts zu jedem Messzeitpunkt: Hb, Hkt, MCH, MCV, MCHC.
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3.1.4 Messung der Thrombozytenkonzentration

Der Verlauf der Thrombozytenkonzentration unter G-CSF-Einflu3 zeigt nach einem
Anstieg bis zur Stunde 5 einen anschlieBenden Abfall mit Rickkehr zu den Werten
nahe dem Ausgangswert. Dabei erreichten einzelne Patienten Anstiege um bis zu
100 Prozent im Vergleich zum Ausgangswert, wahrend andere sogar einen Abfall der
Konzentration zeigten, der den Ausgangswert im Laufe des Monitoring nicht mehr
erreichte. Im Gesamtbild erreichten die Patienten so einen Thrombozytenanstieg von
bis zu 20% ihres Ausgangswertes um die Stunde 6 nach G-CSF-Gabe.

Eine Patientin erhielt wahrend des Monitoring, nachdem die Thrombozyten auf einen
Wert unter 6000 Thrombozyten/pl abgefallen war, ein Thrombozytenkonzentrat
infundiert, was zu einer Steigerung der Thrombozyten um den Faktor 5 bezogen auf
den Ausgangswert fiihrte. Daher wurde diese Patientin bei der Auswertung nicht
beriicksichtigt.
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Abb. 3.15 Darstellung der relativen Thrombozytenkonzentration unter dem Einfluss von G-CSF unter Ausschluss von
Patientin 2, der wegen einer Thrmbozytopenie unter 6000 Thrombozyten/ul ein Thrombozytenkonzentrat transfundiert

wurde.
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3.2 Die CD34+Zellkonzentration unter dem Einflu@ vo  n G-CSF und unter
Beriicksichtigung von Geschlecht und Alter der Patie nten

Das bereits weiter oben vorgestellte Patientenkollektiv erlaubt eine weitere Einteilung
in Untergruppen, deren Einflul in Bezug auf die Art der Mobilisierung der Patienten
untersucht wurde. Dabei wurden die schon erwdhnten Einteilungen vorgenommen in:

Betreffend Geschlecht: mannlich weiblich
Betreffend Alter: Kinder < 3 Jahre Kinder 3 - 12 Kinder >12 Jahre
Jahre

Geschlecht w m Summe
Altersgruppe 1 3 1 4

(1,5,6) (12)
Altersgruppe 2 2 3 5

(4,7) (10,13,14)

Altersgruppe 3 2 3 5

(3,4) (8,9,11)
Summe 7 7 14

Tab 3.8 Darstellung des Patientenkollektivs nach Altersgruppen und Geschlecht: Anzahl (Patientennummern in

Klammern).

3.2.1 Untersuchung bezuglich des Patientengeschlechtes

3.2.1.1 Art des Anstiegs

Fur den Verlauf des Konzentrationsanstieges der Leukozyten war kein signifikanter
Unterschied in den Verlaufen der Leukozyten-Konzentrationen fiir mannliche oder
weibliche Patienten nachweisbar (Craddock-Flood-Test: p=0,91 bei Chi?=0,53).

einfacher einfaches Min-Max Max-Min  Summe

Leuko- Maximum

Anstieg
weiblich 2 1 2 2 7
mannlich 1 1 2 3 7
Summe 3 2 4 5 14

Tab 3.9 Auswertung der Art des Leukozytenanstiegs bezogen auf das Geschlecht. Bei einer homogenen Verteilung

auf die unterschiedlichen Leukoyztenanstiegsmodi konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p=0,91)

Wie auch schon fir die Leukozytenkonzentration der Patienten aufgezeigt, waren
keine signifikanten Zusammenhéange zwischen Geschlecht und Mobilisationstyp der
CD34+ Zellen im peripheren Blut der Kinder nachweisbar (Fishers-Exact-Test p=0,5).
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I Summe

|
weiblich 4 3 7
mannlich 5 2 7
9 5 14

Tab 3.10 Auswertung des Verhaltnisses: Patientengeschlecht zu Mobilisierungstyp.

3.2.1.2 Zeitpunkt des Maximums/Minimums

Der Zeitpunkt des CD34+ Zellkonzentrationsmaximums bei den pé&adiatrischen
Patienten zeigte eine auffallige Verteilung in Bezug auf das Geschlecht der Patienten:
wahrend die weiblichen Patienten nahezu lUber den gesamten Zeitraum vereinzelt
Maxima ihrer CD34+ Zellkonzentration aufwiesen, mit einem Gipfel zur Stunde 8
nach G-CSF-Bolus, zeigten die mannlichen Patienten ihre maximalen CD34+
Konzentrationswerte erst spater. Kein mannlicher Patient konnte ein absolutes
Zellmaximum vor der Stunde 5 nach G-CVF vorweisen; zu diesem Zeitpunkt hatten
zwei der weiblichen Patienten ihre maximale CD34+ Zellkonzentration bereits
durchschritten. Die Konzentration der CD34+Zellen erreichten bei den mannlichen
Patienten ihr Maximum spéter.

Dabei erreichten die mannlichen Patienten ihre maximale CD34+ Zellkonzentration
nach durchschnittlich 9,71 Stunden, die weiblichen Patienten bereits nach 6,14
Stunden, was einer Differenz von 3,57 Stunden entspricht. Die Standartabweichung
fur die mannlichen Patienten betrug 2,75 bei einem Median von 10 Stunden, fir die

weibliche 3,3 bei einem Median von 8 Stunden.

Fur die Verteilung der Minimalkonzentrationen an CD34+ Zellen im peripheren Blut
lasst sich kein klarer Unterschied zwischen den beiden Geschlechtern erkennen,
obgleich in der Gruppe der weiblichen Probanten alle Patienten ihr Minimum
zwischen Stunde 4 und Stunde 7 aufweisen, wéahrend sich die
Minimumkonzentrationen bei den méannlichen Probanten auf 8 Stunden (von Stunden
0 bis Stunde 8 nach G-CSF-Gabe) verteilen. Im Durchschnitt liegt das Minimum bei
den weiblichen Patienten um 5,2 Stunden nach G-CSF-Bolus, bei den ménnlichen bei
etwa 4,4 Stunden nach G-CSF-Bolus, wobei die Standardabweichung bei den
Méadchen mit 0,95 Stunden wesentlich geringer ist als die der Jungen
(Standardabweichung 3,0 Stunden). Der Median liegt bei den Ma&adchen bei 5
Stunden, bei den Jungs bei 6 Stunden nach G-CSF.

Auffallig in der Verteilung ist, das 4 der 7 Patientinnen ein Minimum der
CD34+Zellkonzentration um die Stunde 5 nach G-CSF-Gabe aufweisen, und sich die
anderen Patientinnen auf die Zeit —1 bis+2 Stunden darum verteilen. Die mannlichen
Patienten hingegen zeigen die Minima entweder direkt am Anfang der Messung
(Stunde 0 bis Stunde 2 nach G-CSF-Bolus) oder am Ende derselben /Stunde 6 bis
Stunde 9).
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Abb. 3.16 Unterschiedliche Verteilung der maximalen CD34+ Stammzellkonzentrationen im peripheren Blut in Bezug auf das
Geschlecht der 14 Patienten. Wahrend alle weiblichen Patienten das absolute Maximum der CD34+ Zellen Uber den
Zeitraum von Stunde 0 bis Stunde 10 aufwiesen, konnte bei den mannlichen Patienten eine Maximalkonzentration
erst ab Stunde 5 nach G-CSF nachgewiesen werden. Der Median lag fur das ménnliche Kollektiv 2 Stunden nach
dem weiblichen (10 h gegeniiber 8 Stunden).
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Abb. 3.17 Unterschiedliche Verteilung der minimalen CD34+ Stammzellkonzentrationen im peripheren Blut in Bezug
auf das Geschlecht der 14 Patienten. Bei den weiblichen Patienten lagen alle Minimalkonzentrationen innerhalb der
Zeitraums 4-7 Stunden nach G-CSF-Gabe, die M&nnlichen Patienten zeigten Minimalkonzentrationen Von Stunde 0-2
und Stunde 6-8 nach G-CSF-Gabe.
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3.2.2 Gruppierung nach Alter

Die Einteilung der Patienten des Kollektivs nach dem Alter entspricht padiatrischen
Vorgaben zum Verstandnis der Kindesphysiologie. Dabei wurden drei Altersgruppen
gebildet, die wie folgt definiert wurden:

1. Sauglinge und Kleinkinder (ab Geburt bis vollend. 3. Lbj)
2. Kindergarten- und Schulkinder (ab 3. Lbj bis vollendetes 12. Lbj)
3. pubertare und postpubertare Kinder (Kinder ab 12. Lbj)

Einteilung:

Altergruppe 1: Pat. Nr. 1,5, 6, 12 =Summe 4
Altergruppe 2: Pat. Nr. 2,7,10,13,14 =Summe 5
Altergruppe 3: Pat. Nr. 3,4,8,9,11 =Summe 5

3.2.2.1 Maximum/Minimum-Untersuchung

Der Craddock-Flood-Test fur die Verteilung der Patienten aus den drei Altergruppen
ergab eine nicht-signifikante Verteilung auf die vier Leukozytenanstiegstypen, wobei
der p-Wert nach Craddock-Flood nur 0,06 betrug (bei Chi’=12). In der Altersgruppe 1
vollzog sich bei ¥ der Patenten der Leukozytenkonzentrationsanstieg nach einem
Maximum-Minimum-Muster. In der Altersgruppe zwei hatte keiner der Patienten einen
einfachen Leukozytenkonzentrationsanstieg, sondern ausschliel3lich Maximum-
Minimum bzw. Minimum-Maximum-Kombinationen. In der Altersgruppe 3 dagegen
war verlief bei 4 der 5 Patienten der Leukozytenanstieg nach einem einfachen Muster
(einfacher Anstieg oder einfaches Maximum).

einfacher einfaches Min-Max Max-Min  Summe

Leuko- Maximum

Anstieg
1. Altersgruppe 1 3 4
2. Altersgruppe 3 2 5
3. Altersgruppe 2 2 1 5
Summe 3 2 4 5 14

Tab 3.11 Auswertung des Verhaltnisses Alter zu Mobilisierungstyp. Obgleich kein signifikanter Zusammen zwischen
Altersgruppe und Mobilisierungstyp festgestellt wurde (p=0,16, Craddoch-Flood-Test), ist die AusschlieRliche
Mobilisierung von Typ Il in Altergruppe 1 auffallig.
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Der Craddock-Flood-Test fur die Verteilung der Patienten aus allen drei Altergruppen
auf die CD34+ Mobilisierungstypen I-IV ergab eine nicht-signifikante Verteilung
(p=0,16 bei Chi*=3,5467).

Alter/Mobilisierungstyp | Il Summe
1. Altersgruppe 4 0 4

2. Altersgruppe 2 3 5

3. Altersgruppe 3 2 5
Summe 9 5 14

Tab 3.12 Auswertung des Verhéltnisses Alter zu Mobilisierungstyp. Obgleich kein signifikanter Zusammen zwischen
Altersgruppe und Mobilisierungstyp festgestellt wurde (p=0,16, Craddoch-Flood-Test), ist die AusschlieBliche
Mobilisierung von Typ | in Altergruppe 1 auffallig.

Demgegentber fiel auf, dass alle Kinder der Altersgruppe 1 (1x maéannlich , 3x
weiblich), der Mobilisierung nach Typ | zuzuordnen waren. Bei Uberprifung der
Subpopulationen Altersgruppe | gegen Restkollektiv auf die Mobilisierung vom Typ 1
konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden (Fishers-Exact-Test: p=
0,07 bei Chi’=3,1).Somit lassen sich fiir die drei Altergruppen keine eindeutigen
H&aufung oder Zuordnung zu einem der Mobilisierungstypen nachweisen, jedoch darf
auf eine interessante Verteilung des Mobilisierungstyps | in der jingsten Altersgruppe
hingewiesen werden.
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3.3 Die CD34+Zellkonzentration unter dem EinfluR vo  n G-CSF und unter

3.3.1

3.3.2

Berilcksichtigung der unterschiedlichen Tumorerkrank ungen

Abgesehen von den bisher aufgefihrten Analysen lassen sich auch die Erkrankungen
der Patienten auf eine Koinzidenz, einen Zusammenhang oder eine Abhéangigkeit
prufen. Dazu kann das Kollektiv der Patienten zum einen in Gruppen mit
Einzelkrankheiten aufgeteilt werden, zum anderen kann flir Vier-Felder-Tafel-
Analysen das Kollektiv der Patienten in Neuroblastom- und Nicht-Neuroblastom-
Patienten aufgeteilt und auf unterschiedliche Parameter hin untersucht.

Als Grundlage fur die Berechnung der Vier-Felder-Tafeln wurde der Craddock-Flood-
Test verwendet, da dieser auch kleine Fallzahlen berlcksichtigt, sonst aber dem
bekannten y*-Vierfeldertest entspricht.

Craddock-Flood-Test zum Vergleich des Leukozytenanstiegs bei Neurobastom-
patienten und anderen Tumoren

Die Berechnung mit Hilfe des Craddock-Flood-Tests erbrachte keine signifikanten
Unterschiede in der Verteilung der unterschiedlichen Leukozytenanstiegsarten auf die
Neuroblastom- bzw. Nicht-Neuroblastompatienten (p=0,18 bei Chi? 4,94). Wahrend
bei beiden Osteosarkompatienten ein einfacher Leukozytenanstieg nachgewiesen
wurde, zeigte keiner der Neuroblastompatienten einen Leukozytenverlauf mit
einfachem Maximum.

Einfacher Einfaches Min- Max- Summe
Leuko- Maximum Max Min
Anstieg
Neuroblastom 1 0 3 4 8
Andere 2 2 1 1 6
Tumoren
Summe 3 2 4 5 14

Tab 3.13. Gegenuberstellung der Neuroblastompatienten vs. andere Tumoren, bezogen auf den Verlauf des

Leukozytenanstiegs .Im Craddock-Flood-Test kein signifikanter Zusammenhang feststellbar (p=0,18).

Craddock-Flood-Test zum Vergleich des CD34+ Zellanstiegs bei Neuroblastom-
patienten und anderen Tumoren

Die Analyse des vorliegenden Datenmaterials zeigt nach Berechnung des Craddock-
Flood-Test, dass es fiur keiner die Mobilisierungstypen | und Il zu einer signifikanten
Betonung der Neuroblastomtumoren kommt (p=0,87 bei Chi’=0,026).
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Tumor/ [ 1 Summe
Mobilisierungsty

p

Neuroblastom 5 3 8
Andere Tumoren 4 2 6
Summe 9 5 14

Tab 3.14. Gegenuberstellung der Neuroblastompatienten vs. andere Tumoren, bezogen auf den Mobilisierungstyp.

Im Craddock-Flood-Test kein signifikanter Zusammenhang feststellbar (p=0,87).

3.3.3 Untersuchung der Mobilisierungstypen | und I

Die Verteilung der Patienten auf die Mobilisationstypen ergab, dass sich der Verlauf
der CD34+Zellkonzentration fur funf von acht Neuroblastom-Falle durch einen
Graphen von Typ | darstellen lasst. Die beiden Osteosarkompatienten weisen mit der
Zuordnung zum Mobilisierungstypen | einen initialen Anstieg der CD34+
Zellkonzentration auf.

Mobilisierungstyp [ I

Anzahl Patienten 9 5
Relative 64% 36%
Verteilung
Erkrankungen B-Zell-Lymphom  3x Neuroblastom
2x Osteoblastom RMS
5x Neuroblastom Ewingsarkom
Ewing-Sarkom
Patienten 2,4,5,6,9, 1,3,7,8,14
10,1112,13,

Tab 3.15. Zusammenstellung der den Mobilisierungstypen zugeordneten Patienten, deren Krankheiten und die

relative und absolute Verteilung.

3.3.4 Untersuchung der CD34+ Zellmobilisation auf absoluten Maxima und Minima

Die zeitliche Verteilung der maximalen CD34+ Konzentrationen (absolute Maxima)
ergab fir die nicht-Neuroblastompatienten eine nahezu gleichmaRige Verteilung tber
den gesamten Beobachtungszeitraum hinweg. Sowohl Patienten mit dem
Maximalwert als Ausgangswert, als auch solche mit der Maximalkonzentration als
Endwert des Monitoring konnten bei den Nicht-Neuroblastompatienten beobachtet
werden.

Im Durchschnitt zeigte sich bei diesen Patienten ein absolutes Stammzell-
Konzentrationsmaximum im peripheren Blut 6,3 Stunden nach G-CSF-Bolus.s.c.

Demgegeniber zeigt sich in der Gruppe der Neuroblastompatienten ein deutlicher
Trend zu einem spateren Maximum der CD34+ Zellen im peripheren Blut. Im
Durchschnitt kam es hier fast 3 Stunden spéter als bei der vorher genannten Gruppe,
namlich 9,125 Stunden nach G-CSF-Bolus, zu einer Maximalkonzentration der
CD34+ Zellen. Zudem konnte hier keine breite Streuung Uber den gesamten
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Monitoringzeitraum festgestellt werden; vielmehr zeigten 7 der 8 Patienten ihr
Maximum ab der 8. Stunde nach G-CSF, nur bei einem Patient konnte das Maximum
fur die 5. Stunden nach G-CSF-Bolus notiert werden.

Bei den absoluten Minimalkonzentrationen der CD34+ Konzentrationen zeigten sich
hingegen keine solch starken Abweichungen des Zeitpunktes nach G-CSF-Gabe bei
den beiden Vergleichsgruppen. Wahrend das absolute Minimum der CD34+ Zellen im
peripheren Blut bei den Neuroblastompatienten im Durchschnitt nach 6,6 Stunden
eintrat, durchschritt die CD34+Konzentration ihr Minimum bei den Nicht-
Neuroblastompatienten im Durchschnitt etwa eine Stunde friher, namentlich 5,6
Stunden nach G-CSF-Gabe.

BrE
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Ubersichtsgrafik tiber die Verteilung der maximalen CD34+ Zellkonzentrationen {iber den Beobachtungszeitraum von
12 h. Die Balken geben die Anzahl der Patienten an, die zu einem Messzeitpunkt ihr absolutes CD34+
Zellkonzentrationsmaximum erreicht hatten. Ersichtlich ist eine Verteilung der Maxima bei den Neuroblastompatienten
v.a. in der zweiten Monitoring-Hélfte, wahrend sich in der Gruppe der sonstigen Tumoren die Maxima Uber den

gesamten Bobachtungszeitraum verteilten.
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Entgegen den Beobachtungen fur die maximalen Konzentrationen zeichnete sich bei
den Minima fur die Neuroblastompatienten keine besondere Zeitliche Verteilung tber
Zeitraum des Monitoring ab.

arng
Oandere Tumaren

[ 34+ KEninum

Anzahl <k Patieiman nitd
1
*,

u] 1 2 3 4 5 7 g 9 10 11 12
g 1 1 1 2 2 1
|E| ancere Tumaren 1 1 1 1 2

Sturklen nach GA25F-Bolus .,

Abb. 3.19. Ubersichtsgrafik tiber die Verteilung der minimalen CD34+ Zellkonzentrationen {iber den
Beobachtungszeitraum von 12 h. Die Balken geben die Anzahl der Patienten an, die zu einem Messzeitpunkt ihr

absolutes CD34+ Zellkonzentrationsminimum erreicht hatten.
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3.4 Die CD34+Zellkonzentration unter dem EinfluB v on G-CSF und unter
Beriicksichtigung von Mobilisierungsdauer und G-CSF- Dosis

3.4.1 Untersuchung beziglich der Mobilisierungsdauer in Tagen

Bei der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Mobilisierungsdauer und
Leukozytenkonzentrationsanstieg ist kein signifikanter Zusammenhang zwischen Art
des Leukozytenanstiegs und Mobilisierungsdauer nachweisbar. Der einfache
Leukozytenanstieg bzw. das einfache Leukozytenmaximum zeigen sich bei
Patienten, die im Medien 6 bzw. 7 Tage zuvor mit G-CSF stimuliert wurden. Die
komplexeren Verlaufsmuster der Leukozytenkonzentration hingegen traten vor allem
bei Patienten mit langerer Stimulation auf 9-12 Tage. Wenn die beiden einfachen
Leukozytenkonzentrationsverlaufe und die beiden komplexen Verlaufe jeweils
zusammengefasst werden, berechnet sich fiir die einfachen Verlaufe ein Median bei
6, fir die komplexen ein Median von 10 (s.a. Tab 3.16).

Stimulation-  Mittel- Standard- Median
stage (d) wert  Abweichung

Einfacher 10 8 2,6 6
Leukozytenanstieg 5

9
Einfaches 5 7 2,8 7
Leukozytenmaximum 9
Min-Max 7 13,25 6,5 12

14

10

22
Max-Min 17 11,4 4,3 9

15

9

8

8

Tab 3.16 Gegeniberstellung der G-CSF-Stimulationstage und der unterschiedlichen Arten der Leukozytenanstiege.

Aufgetragen wurden gegen die Art des Leukozytenkonzentrationsverlaufs die Anzahl der Stimulationstage mit G-CSF
(fur jeden einzelnen Patienten), der Mittelwert, die Standardabweichung und der Median fir alle Patienten, die den
jeweiligen Leukozytenkonzentrationsverlauf zeigten. Zusammengefasst erscheinen die Patienten, die eine kirzere
Stimulation bis zum Monitoring benétigten, eher einen einfachen Leukozytenverlauf aufzuweisen. Bei den komplexen

Verlaufen waren im Median langere Stimulationszeiten zu vermerken.

Fur die CD34+ Mobilisierungstypen ist ebenfalls kein Zusammenhang zwischen
Mobilisierungstyp und Mobilisierungsdauer herzustellen. Die Mediane fir alle 4 Typen
liegen zwischen 9 und 105 (s.a. Tab. 3.17) . Auch eine direkte
Korrelationsberechung fur einen mdglichen Zusammenhang zwischen maximalem
CD34+ Wert und Anzahl der Stimulationstage ergibt mit einem
Korrelationskoeffizienten von —0,23 in der Pearson-Korrelation keinen signifikanten
Zusammenhang (BestimmtheitsmaR r* = 0,05, Uberschreitungswahrscheinlichkeit p=
0,41).
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Mobilisierungstyp Stimulation-  Mittel- Standard- Median
stage (d) wert  Abweichung
I 17 10 3,7 9

11 6,7 10

N = =
~NBuovowoowouis

14

Tab 3.17 Gegenuberstellung der G-CSF-Stimulationstage und der Mobilisierungstypen | und Il. Aufgetragen wurden
gegen den Mobilisierungstyp die Anzahl der Stimulationstage mit G-CSF (fur jeden einzelnen Patienten), der
Mittelwert, die Standardabweichung und der Median fur alle Patienten, die den jeweiligen Mobilisierungstyp
aufwiesen. Es lassen sich anhand der Mediane und unter Berlcksichtigung der Standardabweichungen keine
signifikanten Tendenzen bezlglich eines Zusammenhangs von  Mobilisierungsdauer und Mobilisierungstyp
nachweisen.

Max Pearson-Regression: P=0.95
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Abb. 3.20 Darstellung der Pearson-Regressionsgrade fir das Konfidenzintervall von p=0.95. Durchgezogene Linie:
Maximum in Abhangigkeit von Tagen; Gestrichelte Linie: Gegenprobe. Hyperbeln: Eingrenzung des Konfidenzintervalls
auf p=0.95. Keine signifikante Abhangigkeit der beiden Variablen feststellbar.
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3.4.1 Untersuchung bezlglich der G-CSF-Dosis pro Kilogramm Koérpergewicht und Tag

Beziglich des Verlaufs der Leukozytenanstiege sind keine signifikanten Unterschiede
bei den verschiedenen G-CSF-Dosen feststellbar. Es ist jedoch bei Patienten mit G-
CSF-Dosis >7,9 ug/kgkG/d (Median 9,8 bei 3 von 5 Patienten) zumeist einem
einfachen Leukozytenanstieg messbar , wahrend G-CSF-Dosen unter 8 pg/kgKG/d in
keinem Fall zu einem solchen Verlauf gefiihrt haben.

G-CSF- Mittel- Standard- Median
Dosis/kgKG/d wert Abweichung

Einfacher 10 9,2 1,1 9,8
Leukozytenanstieg 9,8

8
Einfaches 7 6,9 0,1 6,9
Leukozytenmaximum 6,8
Min-Max 8,3 6,7 1,6 6,8

4,8

7,8

5,9
Max-Min 10,2 7,1 1,7 6,7

6,9

6,7

59

59

Tab 3.21 Gegenuberstellung der G-CSF-Dosis/kgkG/d und der unterschiedlichen Arten der Leukozytenanstiege.

Aufgetragen wurden gegen die Art des Leukozytenkonzentrationsverlaufs die G-CSF-Dosis/kgKkG/d (fur jeden
einzelnen Patienten), der Mittelwert, die Standardabweichung und der Median fir alle Patienten, die den jeweiligen
Leukozytenkonzentrationsverlauf zeigten. Bei Patienten mit einem einfachen Leukozytenanstieg liegt der Median um
3 pg/kgKG7d hoher als bei den anderen Leukozytenkonzentrationsverlaufen. Nur zwei Patienten mit einem Wert im
Bereich zwischen 8 upg/kgKG/d und 10 pg/kgKG/d werden nicht der Gruppe ,einfacher Leukozytenanstieg"

zugeordnet.

Ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang bestand zwischen der applizierten G-
CSF-Dosis/kgKG/d und dem Mobilisierungstyp fiir die CD34+ Zellkonzentration. Die
Mediane fiur alle Patienten der Mobilisierungstypen lagen mit 7,7 und 6,7 dicht
beieinander. Des Weiteren ergabt die Pearson-Korrelation fir den Zusammenhang
Dosis zu der maximalen CD34+ Zellkonzentration wahrend des Monitoring einen
Korrelationskoeffizienten von r=0,01 (bei BestimmtheitsmaR r> = 0,0001 und
Uberschreitungswahrscheinlichkeit p=0,97).
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Mobilisierungstyp G-CSF- Mittel- Standard- Median
Dosis/kgKG/d wert  Abweichung
I 10,2 7,7 1,8 6,9
10
6,9
9,8
6,8
59
54
6,7
8
Il 7 6,7 14 7
7,8
59
8,3
4,8

Tab 3.17 Gegeniberstellung der G-CSF-Dosis/kgKG/d und der unterschiedlichen Arten der Mobilisierungstypen.
Aufgetragen wurden gegen die Mobilisierungstype | und Il die G-CSF-Dosis/kgKG/d (fir jeden einzelnen Patienten),
der Mittelwert, die Standardabweichung und der Median fir alle Patienten, die den jeweiligen Mobilisierungstyp

aufwiesen.

Max Pearson-Regression: P=0.95
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Abb. 3.21 Darstellung der Pearson-Regressionsgrade fur das Konfidenzintervall von p=0.95. Durchgezogene Linie:
Maximum in Abhangigkeit von der G-CSF-Dosis/kgKG/d; Gestrichelte Linie: Gegenprobe. Hyperbeln: Eingrenzung des

Konfidenzintervalls auf p=0.95. Keine signifikante Abh&angigkeit der beiden Variablen feststellbar.
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3.5 Zusammenfassende Beantwortung der Fragestellun  gen, Teil 1
Zu Frage 1:

Welche Verlaufe der CD34+ Zellkonzentration unter G -CSF-Stimulation weisen
die padiatrischen Patienten auf, und zu welchem Zei  tpunkt ist eine optimale
Aphereseausbeute zu erwarten?

Die Verlaufe der CD34+ Zellkonzentrationen in den untersuchten Patienten weisen in
ihrem Verlauf augenscheinliche individuelle Unterschiede auf. Insgesamt lassen sich
die Patienten jedoch in zwei Gruppen teilen, welche sich durch den initialen Anstieg
oder Abfall der CD34+ Zellkonzentration unterscheiden. Deutlich unterschieden
werden kdnnen minimale und maximale CD34+ Zellkonzentrationen bei den hier
untersuchten Patienten, ein Hinweis also darauf, dass ein optimaler
Apheresezeitpunkt durch ein engmaschiges Stammzellmonitoring auffindbar sein
konnte. Aus der Auswertung aller Patientenmessdaten ergibt sich, dass im
Durchschnitt ein Maximum fir CD34+ Zellen im peripheren Blut der untersuchten
Patienten ca. 8 Stunden nach G-CSF-Gabe zu erwarten gewesen ist, dies also als
optimaler Zeitpunkt der Apherese gelten darf.

Zu Frage 2:

Kann der Verlauf der Stammzellmobilisierung auch du rch Erfassung andere
hamatopoetischer Parameter (z.B. der Leukozytenzahl ) erfasst werden, und so
aufwandige Bestimmungsverfahren vermieden werden?

Der Mobilisierungsverlauf vor einer Leukapherese wird am genausten durch die
Messung der CD34+ Zellkonzentrationen im peripheren Blut erfasst. Die Messung der
Gesamtleukozytenzahlen oder bestimmter Subpopulationen erwies sich fir die hier
durchgefihrten Messungen als Unzureichend. Im Gegenteil: die Entwicklung der
Gesamtleukozytenkonzentration - tUber 12 Stunden hinweg betrachtet — differiert so
stark von jener der CD34+ Kinetik , dass eine Orientierung an den Leukozytenzahlen
zur Apherese zu einem ungunstigen Zeitpunkt fihren kann. Deutlich kann die
Differenz der beiden Kinetiken im Vergleich im Abbildung 3.22 gesehen werden.
Nach einer anfanglichen Parallelitit ergeben sich ab Stunde 4 nach G-CSF
Differenzen im Verlauf der beiden Parameter in Form von unterschiedlich starken
Anstiegen und gegenlaufigen Entwicklungen

Auch andere hier erfasste hé&matologische Parameter konnten fir die hier
vorgestellten Patienten keine hinreichende Aussage Uber den Mobilisierungsverlauf
geben.
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Abb 3.22 Verlauf der relativen CD34+ (vorne) und Leukozytenkonzentrationen (hinten) bei 14 péadiatrischen
Patienten unter dem Einflull von G-CSF; vergleichende Darstellung. Deutlich sind die Abweichungen der beiden
MeRreihen im Konzentrationsverlauf insbesondere zur Stunde 6 und Stunde 12 nach G-CSF-Bolus zu erkennen. Dem

jeweiligen weiteren Anstieg bzw. Plateau der Leukozytenkonzentration im peripheren Blut steht ein Plateau bzw.

I
n

Abfall der CD34+ Konzentration entgegen.

In  Abbildung 3.23 sind nochmals CD34+ Zellkonzentrationen gegen
Leukozytenkonzentrationen aufgetragen. Die Maximalen CD34+ Zellkonzentrationen
werden dabei im Bereich zwischen 10000 bis 19000 Leukozyten/ul erreicht,
wenngleich der Mittelwert der CD 34+ Zellkonzentration tendenziell mit steigender
Leukozytenzahl ansteigt. Ein Plateau dieses CD34+ Zellkonzentrationsmittelwertes ist
im Bereich von 10000 bis 39000 Leukozyten/ul darstellbar.
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Abb. 3.23 Aufteilung der Konzentrationen der CD34+ Stammzellen aus den Einzelmessungen gegen die Kohorten
der Leukozytenkonzentrationen. Die ausgefillten Kasten reprasentieren den Mittelwert der CD34+ Konzentration im
peripheren Blut, die schwarzen Balken beschreiben die Spannweite der Messwerte von der minimalen zur maximalen
Konzentration. Auffallig ist, dass die ,dass die Anordnung der maximalen CD34 Zellen/ul nicht der Anordnung der
maximalen Leukozytenkonzentration entspricht: Der CD34+ Zellkonzentrationsmaximum liegt bei 10000 bis 19000
Leukozyten/ul, und eben nicht im Messbereich iber 40000 Leukozyten/pl.
Zu Frage 3:

Welche Zusammenhéange zwischen dem Verlauf der CD34+  Zellmobilisierung
und Patientenparametern kénnen nachgewiesen werden?

Obgleich aufgrund der geringen Patientenzahlen keine statistisch relevanten
Unterschiede der Mobilisierung unterschiedlicher Tumoren nachzuweisen waren,
deuten die Daten auf eine eher verzogerte Mobilisierung der Patienten mit
Neuroblastom hin. Entgegen der sonstigen Studienlage zeigen sich auch
geschlechtsbezogene Unterschiede in der Mobilisierung, die etwas friiheren
Maximalwerten bei weiblichen Patienten hinweisen. Konform mit friher
durchgefihrten Untersuchungen zeigen sich keine signifikanten Zusammenhange
zwischen dem Alter des Patienten und der Mobilisierungsart, aufféllig erscheint
jedoch das ausschlief3liche Auftreten von Mobilisierungstyp | bei den Patienten bis 3
Jahre. Zusammenhange zwischen Modus und Durchfiihrung der Mobilisierung sowie
CD34+ Zellkonzentrationsverlauf wurden ,bei entsprechenden Literaturvorgaben,
nicht aufgezeigt. Somit kann die Frage nach den Verlauf beeinflussenden
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patientenabhangigen Parametern — trotz Hinweise auf Tumor- und altersbedingte
Differenzen - letztlich bei den geringen Patientenzahl nicht abschlie3end beantwortet
werden.
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4. Diskussion

4.1 Optimierung des Apheresezeitpunktes
4.1.1 CD34+ Zellkonzentrationsverlaufe

Die hier vorgelegte Studie Uber die Pharmakodynamik von nicht-glykosyliertem G-
CSF bei 14 péadiatrisch-onkologischen Patienten hat gezeigt, dass mit Hilfe eines
Monitoring der CD34+ Zellkonzentration im peripheren Blut eine Aussage Uber die
Optimierung des Apheresezeitraumes gemacht werden kann. Dabei ergab sich ein
von Alter, Tumorart und Geschlecht weitgehend unabhangiger, jedoch fir jeden
Patienten individuell vorliegender optimaler Apheresezeitraum, der im Durchschnitt
bei 8 Stunden nach dem subcutanen G-CSF-Bolus lag.

10 der 14 Patienten wiesen das absolute Maximum an CD34+ Zellen nach der
Stunde 7 nach G-CSF-Gabe auf. Die Minimalkonzentrationen an CD34+ Zellen im
peripheren Blut wurden im Durchschnitt zwischen der 4. und 6. Stunde nach G-CSF
gefunden. Kein Minimum fand sich jenseits der 8. Stunde nach G-CSF-Bolus. Friiher
durchgefihrte Studien anderer Institute weisen in der Mehrzahl ahnliche Tendenzen
auf. Kochling et al. (1997) beschreiben bei ihrem engmaschigen Monitoring bei 57
erwachsenen Patienten mit unterschiedlichen malignen Diagnosen bei Stimulation mit
G-CSF ein Maximum der CD34+ Zellen ca. 8 Stunden nach dem G-CSF-Bolus. Als
optimalen Zeitpunkt fur die Apherese resultierten aus diesen Untersuchungen die
Stunden 6 bis 10 nach G-CSF Gabe bei einem G-CSF-Bolus um 6 Uhr morgens.
Demgegenuber stellt sich in der gleichen Studie der Zeitpunkt 2 Stunden nach
subcutaner G-CSF-Gabe, 8 Uhr morgens also, mit einer minimalen CD34+
Zellkonzentration im peripheren Blut als eher unginstig dar. Wenngleich diese Studie
an Erwachsenen durchgefihrt wurde, so liegt die beschriebene Zeitspanne fiir eine
optimale Apherese bereits nahe an denen in unserer Studien gefundenen
Ergebnissen. Der vorgeschlagene Zeitraum von Stunde 6 bis Stunde 10 nach G-
CSF-Bolus in der Studie von Kochling deckt sich mit der in dieser Arbeit gezeigten
optimalen Apheresezeit ab der 8. Stunde nach G-CSF-Gabe, in der sich keine
Minimalkonzentrationen fir CD34+ Zellen mehr fanden, aber mehr als die Halfte aller
Maximalkonzentrationen zu finden waren.

In &hnlicher Art und Weise werden diese Ergebnisse bei Erwachsenen von Kiefer et
al. gestitzt, deren optimaler Apheresezeitraum ebenfalls ab der 8. Stunde nach G-
CSF beschrieben ist. Die Ergebnisse der Studie von Kiefer et al. (1997) zeigen auf,
dass sich am Tag der Leukapherese bei einer subkutanen Injektion on G-CSF um 6
Uhr morgens ein Maximum an CD34+ Zellen im peripheren Blut bei erwachsenen
Patienten vor autologer Stammzelltransplantation zwischen 14 bis 20 findet. Dies
entspricht einem optimalen Apheresezeitraum von Stunde 8 bis Stunde 14 nach G-
CSF-Gabe, bei einem Zeitraum von Stunde 0 bis Stunde 6 nach G-CSF mit
minimalen CD34+ Zellkonzentrationen im peripheren Blut.
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Eine von dem hier gefundenen optimalen Apheresezeitraum differierende Aussage
enthélt die Studie von Fischer et al. Fischer et al. (1994) zeigen einen mehrfach in
Studien und der Kklinischen Praxis als gelaufig beschrieben optimalen
Apheresezeitpunkt von 4 Stunden nach G-CSF-Gabe auf. Dabei wurde an
erwachsenen Patienten ein Uber 12 Stunden durchgefiihrtes Monitoring mit
zweistindigem Messintervall durchgefiihrt, das sowohl eine maximale G-CSF-
Plasmakonzentration als auch eine maximale CD34+ Zellkonzentration 3-4 Stunden
nach subcutanem G-CSF-Bolus aufwies. Diese Ergebnisse decken sich nicht mit den
hier dargestellten. Es konnte im Gegenteil gezeigt werden, dass gerade bei Kindern
und Jugendlichen zwischen der 4. und 6 Stunde nach G-CSF eine besonders
niedrige CD34+ Zellkonzentration im peripheren Blut vorlag. Das stark
unterschiedliche Kollektiv dieser beiden Studien stellt eine mdgliche Ursache fir das
Abweichen der Ergebnisse voneinander dar, jedoch bleibt zu bedenken, dass
mehrfach aufgezeigt wurde, welch geringe Rolle das Alter und Geschlecht des
Patienten sowie die Tumorart selbst fir die Stammzellmobilisierung zu spielen
scheint.

Das hier vorgelegte Datenmaterial weist des weiteren darauf hin, dass es mdglich ist,
die Mobilisierung hamatopoetischer Stammzellen bei den einzelnen Individuen in ein
grobes Raster einzuteilen, namlich dem initialen Anstieg bzw. Abfall der CD34+
Zellkonzentration nach G-CSF-Bolus. Die vorliegende Arbeit unternimmt daher eine
weitere Analyse zur Aufschlisselung des Mobilisierungsmusters bei den einzelnen
Individuen, um allgemeinere Aussagen Uber die Mobilisierung und damit Gber den
Erfolg der Apherese tatigen zu koénnen. Anhand der dargestellten
Konzentrationsverlaufe der CD34+ Zellen im peripheren Blut der Kinder darf postuliert
werden, dass es fir jeden Patienten an dem entsprechenden Tag unter den gegeben
Bedingungen mindestens einen optimalen Zeitpunkt gab, an dem die fur die
Apherese zur Verfigung stehende CD34+ Zellen im peripheren Blut in maximaler
Anzahl vorlagen. Dieser Zeitpunkt gilt fir jeden dieser Patienten individuell, eine
gemeinsame, Patientengruppen umfassende Aussage ist schwerlich zu machen. Die
Untersuchung der individuellen Patientendaten kann jedoch soweit gehend
vereinheitlichen, dass die Zuordnung zZu zZwei unterschiedlichen
Mobilisierungsverhalten moéglich wird: Patienten, die auf G-CSF-Gabe mit initialen
CD34+ Zellanstieg reagieren (Mobilisierungstyp 1), und Patienten, deren CD34+
Zellkonzentration im Blut zunachst sinkt (Mobilisierungstyp ). Eine derartige
Einteilung ermdglicht einerseits eine weitere Aufschlisselung relevanter Parameter
zur Identifizierung der Gruppe, welcher der jeweilige Patienten angehért. Andererseits
bietet diese Aufbereitung der Mobilisierungstypen die Moéglichkeit, die Aussagen
unterschiedlicher Studien Uber den optimalen Apheresezeitpunkt einander
anzundhern, indem einem Grossteil der jeweiligen Patienten die Zugehorigkeit zu
jeweils unterschiedlichen Mobilisierungstypen zugesprochen wird. Keine der in der
Literatur gefundenen Studien hat einen Unterschied in der Mobilisierung
unterschiedlicher Patientensubpopulationen beschrieben, sofern diese Uberhaupt in
Bezug auf Stunden nach G-CSF-Gabe untersucht wurden. Wenn individuelle
Unterschiede in der Art der Mobilisierung, in der Anzahl der Maxima und Minima
festgestellt wurden, so wurden sie in den Vero6ffentlichungen nicht beschrieben.
Dementsprechend fehlen vergleichbare Daten zur Art der Stammzellmobilisierung bei
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den Individuen, insbesondere lber pharmakodynamische Verlaufe und Anzahl sowie
Abfolge der Maximal- und Minimalkonzentrationen. Dabei sind, gerade flr einen
praktischen Nutzen einer solchen Erkenntnis, vor allem die Eigenschaften eines
solchen Graphen in Bezug auf seinen Verlauf von grofdter Wichtigkeit. Ein
anfanglicher Anstieg oder auch Abfall der CD34+ Zellkonzentration erscheint in
Hinblick auf die Findung eines optimalen Sammelzeitpunktes besonders interessant, ,
beachtet man den vielfach nachgewiesenen engen Zusammenhang zwischen
Stammzellkonzentration im peripheren Blut und Aphereseerfolg. Daher erscheint es
sinnvoll, bei weiteren Untersuchungsreihen oder auch retrospektiv bei bereits
ausgewerteten Monitorings den Kurvenverlauf auf eine mégliche Differenzierung in
die oben beschriebenen Gruppen zu tberprufen.

4.1.2 Pradiktionswerte fur den CD34+ Zellanstieg
4.1.2.1 Die Leukozytenkonzentration als Pradiktionsparameter

In mehreren Studien ist hinreichend auf die Korrelation der CD34+ Zellkonzentration
im peripheren Blut der Patienten direkt vor der Aphrese und der Anzahl der CD34+
Zellen im Aphereseprodukt hingewiesen worden. Daraus ist zu schliel3en, dass von
einer effektiven Optimierung der CD34+ Zellmobilisation vor allem dann gesprochen
werden kann, wenn damit die effektive CD34+ Zellkonzentration zum Zeitpunkt der
Apherese angehoben werden kann. Neben der Problematik, wie dieser Anstieg selbst
Zu optimieren ist, stellt sich aus der klinischen Situation weiterhin die Frage, ob es
eine Moglichkeit gibt, den Anstieg der CD34+ Zellkonzentration im peripheren Blut
der padiatrischen Patienten auch ohne eine direkte Bestimmung der CD34+ Zellen zu
ermitteln.

Die Untersuchung der Voraussagewerte der Leukozyten Uber den Verlauf der CD34+
Zellkonzentration im peripheren Blut der Patienten, dem am hdchstem mit dem
Aphereseerfolg korrelierenden Pradiktivwert, konnte zeigen, dass die Leukozyten im
Tagesverlauf einen unzureichenden Pradiktivwert darstellen. Korreliert man die
relativen CD34+ Zellkonzentrationen mit den relativen Leukozytenkonzentrationen zu
den Zeitpunkten der einzelnen Messungen, ergeben sich nach der Pearson-
Korrelation

mit einer Uberschreitungswahrscheinlichkeit von p = 0.002. Dies entspricht zwar
einem relativ _hohen rechnerischen Korrelationswert, und Olivieri et al (1994)
beschreiben in ihrer Studie an 61 erwachsenen Patienten eine gute Korrelation
zwischen den Leukozyten- und Stammzellkonzentrationen. Betrachtet man jedoch
den bereits in Abbildung 3.25 dargestellten durchschnittlichen relativen Verlauf der
beiden Parameter, so kann ein Abfall der CD34+ Zellen von Stunde 5 auf Stunde 6
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festgestellt werden, wahrend Leukozyten in diesem Zeitraum ansteigen. Auch der
Konzentrationsabfall der CD34+ Zellen im peripheren Blut nach einem Maximum um
Stunde 11 nach G-CSF-Bolus verlauft nicht parallel zu der weiterhin mindestens auf
Niveau bleibenden Leukozytenkonzentration. Somit sollte ein  hoher
Korrelationskoeffizient der Pearson-Korrelation nicht dariiber hinwegtauschen, dass
die eigentliche Aussage, die man sich von einer Beobachtung der
Leukozytenkonzentration im peripheren Blut erhofft, namentlich eine mdbgliche
Voraussage uUber die Anstiegsdynamik der CD34+ Zellen, nur in Einzelfallen
zuverlassig, im Durchschnitt aber gerade wahrend des Leukozytenanstiegs zwischen
Stunde 5 und 6 nach G-CSF-Bolus einen CD34+ Zellanstieg impliziert, wenn die
CD34+ Zellkonzentration abfallt.
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Abb. 4.1 Verlauf der relativen CD34+ (vorne) und Leukozytenkonzentrationen (hinten) bei 14 padiatrischen Patienten
unter dem EinfluR von G-CSF; vergleichende Darstellung. Deutlich sind die Abweichungen der beiden Messreihen im
Konzentrationsverlauf insbesondere zur Stunde 6 und Stunde 12 nach G-CSF-Bolus zu erkennen. Dem jeweiligen
weiteren Anstieg bzw. Plateau der Leukozytenkonzentration im peripheren Blut steht ein Plateau bzw. Abfall der

CD34+ Konzentration entgegen.

Noch deutlicher wird der nur grob parallele Verlauf der beiden Zellkonzentrationen,
wenn die Anzahl der CD34+ Zellen / pl jeder Einzelmessung gegen die Anzahl der
Leukozyten (in Kohorten eingeteilt) aufgetragen werden (s. Abb. 3.26). Obgleich ein
Anstieg der mittleren Konzentration an CD34+ Zellen mit der Zunahme der
Leukozytenkonzentration festzustellen ist, erfolgt dieser nicht proportional und weist
im Bereich von 10000 bis 39000 Leukozyten/ul ein Plateau auf. Zudem fallt bei der
Betrachtung der Einzelwerte auf, dass die maximale Konzentration der CD34+ Zellen
nicht in der Gruppe der maximalen Leukozytenkonzentration (>40 000/ul) zu finden
ist, sondern in der Gruppe mit 10000 bis 19000 Leukozyten/ ul. Des Weiteren ist in
einem Messbereich von 10000 bis 39000 Leukozyten/ pl kein signifikanter Anstieg
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der durchschnittlichen CD34+ Zellkonzentration im peripheren Blut nachzuweisen,
obgleich dieser Bereich mit 78 Leukozytenkonzentrationen (von insgesamt 113) einen
Grossteil der Messergebnisse einschliel3t.

Insbesondere die Ergebnisse von Urashima M et al (1994) und Yu J et al (1999), die
eine gute Korrelation der CD34+ Zellkonzentration im peripheren Blut zur
Pherisatausbeute beschreiben, weisen auf, dass die Leukozyten keinen guten
Pradiktivwert fir den Mobilisierungserfolg tUber mehrere Tage darstellen. Somit
kénnen die hier dargestellten Ergebnisse als Erganzung und Verfeinerung der
Messintervalle gesehen werden, die eine solche Pradiktivaussage der Leukozyten
eben nicht stutzten.
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Abb. 4.2 Aufteilung der Konzentrationen der CD34+ Stammzellen aus den Einzelmessungen gegen die Kohorten
der Leukozytenkonzentrationen. Die ausgefillten Kasten reprasentieren den Mittelwert der CD34+ Konzentration im
peripheren Blut, die schwarzen Balken beschreiben die Spannweite der Messwerte von der minimalen zur maximalen
Konzentration. Auffallig ist, dass die ,dass die Anordnung der maximalen CD34 Zellen/ul nicht der Anordnung der
maximalen Leukozytenkonzentration entspricht: Der CD34+ Zellkonzentrationsmaximum liegt bei 10000 bis 19000

Leukozyten/pl, und eben nicht im Messbereich von 10000 bis 39000 Leukozyten/pl.

Die Ergebnisse unserer vorliegenden Studie decken sich jedoch mit denen von
Urashima M et al (1994) und Yu J (1999), die beide darlegen, dass die absolute oder
auch relative Leukozytenkonzentration im peripheren Blut keine ausreichende
Aussage uber die aktuelle CD34+ Zellzahl und damit in letzter Konsequenz auch tber
den Erfolg einer Apherese zulassen. Auch in den Untersuchungen von Darena et al
(1998) erweisen sich die Leukozyten als unzureichender Pradiktivparameter.
Wahrend die genannten Studien sich jedoch insbesondere auf die Dynamik der
Mobilisierung Uber mehrere Tage hinweg beziehen, zeigten die hier vorgelegten
Ergebnisse, dass auch in Bezug auf stiindliche, also tagesdynamische Entwicklung
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keine Aussage mit Hilfe der Leukozyten gemacht werden kdnnen. Somit unterstitzen
und erweitern die hier vorliegenden Daten die bereits durchgefihrten
Untersuchungen in Bezug auf die Tagesdynamik der Stammzellausschittung. Denn
wahrend bei einigen Patienten der Anstieg der Leukozytenkonzentration , unter der
Pramisse eines Zusammenhangs zwischen den Parametern, im peripheren Blut
gerade dann ein Maximum an CD34+ Zellen implizierte, wenn de facto ein Minimum
vorlag, zeigten andere Verlaufe einen stetigen Anstieg der Leukozytenzahlen bei
dauerndem Abfall der CD34+ Zellzahl. Signifikante Korrelationen oder
Parallelverlaufe der Leukozyten- und CD34+ Zellkonzentrationen konnten nicht
gefunden werden.

4.1.2.2 Andere Parameter des peripheren Blutbildes  als Pradiktionsparameter

Fir G-CSF sind bisher keine direkten Einflisse auf die Erythropoese beschrieben
worden. Dementsprechend konnte auch in dieser Beobachtungsreihe kein Nachweis
Uber eine Beeinflussung der Erythropoese durch G-CSF erbracht werden, eine
Pradiktion mit Hilfe erythrozytenabhangiger Blutbildparameter ist nicht moglich. Zwar
zeichnet sich auch bei den Erythrozyten Uber die 12 Stunden des Messzeitraumes
ein Schwankung in der Konzentration ab, die Abweichung vom Ausgangswert jedoch
nur sehr gering und betragen im Durchschnitt maximal 6%. Korreliert man zudem die
Verlaufe der Erythrozytenkonzentration mit denen der CD34+ Zellen im peripheren
Blut, so kann (bei einem Korrelationskoeffizienten in der Pearson-Korrelation von r= —
0.019) keine Korrelation festgestellt werden. Dementsprechend scheint es auch bei
den Erythrozyten eine tageszeitlichen Schwankung unter Mobilisierung mit G-CSF zu
geben, die jedoch nicht mit dem Anstieg der CD34+ Zellen Kkorreliert.
Hamoglobinkonzentration, Hamatokrit, Erythrozytenvolumen, mittlerer corpusculéarer
Hamoglobingehalt und mittlere corpusculare Hamoglobinkonzentration kénnen
ebenfalls nicht mit der CD34+ Zellkonzentration korreliert werden und somit keinen
Hinweis auf den Verlauf der CD34+ Zellen zur Optimierung des Apheresezeitpunktes
geben.

Obgleich der Verlauf der relativen durchschnittlichen Thrombozytenkonzentration
einen einfachen Anstieg mit Maximum zum Zeitpunkt 5 Stunden nach G-CSF-Bolus
zeigt, konnte auch hier keine Korrelation festgestellt werden. Bei einem
Korrelationskoeffizienten in der Pearson-Korrelation von R = 0,035 ist nicht von einem
Zusammenhang auszugehen.

Somit kann fur keinen der sonst im Routineblutbild erhobenen Messwerte eine
Korrelation zur CD34+ Zellkonzentration im peripheren Blut beschrieben werden, die
eine klinisch relevante Aussage fur den optimalen Apheresezeitpunkt zulasst.
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4.2 Weitere Einflisse auf die Mobilisierung von CD 34+ Zellen nach G-CSF-Bolus
4.2.1 Diagnose

Ein Einfluss der malignen Grunderkrankung (und damit auch der unterschiedlichen
Chemotherapien) auf die Art der CD34+Mobilsierung bei pédiatrischen onkologischen
Patienten ist in der Literatur nur wenig beschrieben worden. Dennoch zeigt die
vorliegende Studie Tendenzen, die fur eine differenzierte Behandlung der Tumorarten
im Vorfeld der Apherese sprechen kdnnten.

Als Auffalligkeit kann gewertet werden, dass 7 der 8 Neuroblastompatienten
mindestens ein CD34+ Zellkonzentrationsminimum in ihrem Mobilisierungsverlauf
aufwiesen, nur ein Neuroblastompatient zeigte kein solches Minimum. Bei den
Patienten mit Tumoren anderer Genese zeigten nur 3 Patienten einen Verlauf mit
CD34+ Zellminimum, drei einen Verlauf ohne ein solches. Dies kdnnte als Hinweis
darauf zu sehen sein, dass bei Neuroblastompatienten die Notwendigkeit eines
Monitoring zur Feststellung eines CD34+ Zellkonzentrationsminimums im Verlauf der
Mobilisierung und damit zur Vermeidung einer Apherese im selbigen Zeitraum
besteht. Dies schliel3t jedoch ein solches Monitoring bei Patienten mit Tumoren
anderer Genese nicht aus, da auch hier in 50% der Falle mindestens ein Minimum
vorlag.

Auch andere Autoren haben Hinweise auf einen moglichen Zusammenhang zwischen
Tumorart und der CD34+ Zellmobilisierung aufgezeigt. Haas et al. (1994)
beschreiben ein Kollektiv von 61 Patienten, in dem die Effizienz der Sammlung und
der vorausgegangenen Mobilisierung der Stammzellen bei den 16 Hodgkin-Patienten
signifikant schlechter war als bei den 45 Non-Hodgkin-Patienten. Dabei betonen die
Autoren jedoch, dass alle Hodgkin-Patienten zum Zeitpunkt der Apherese bereits
einer Strahlentherapie unterzogen worden waren, deren Einfluss auf das Ergebnis
letztlich nicht geklart werden kann. Gerade gegen einen solchen negativen Einflul3
der Strahlentherapie bei Hodgkin-Lymphomen liegen jedoch Daten einer Studie mit
54 Patienten vor, bei der kein signifikanter Einflul3 der Strahlentherapie festgestellt
werden konnte (Canales MA et al. 2001), was erneut fur einen Unterschied in der
Stammzellmobilisierung bei Hodgkin- und Non-Hodgkin-Patienten spricht.
Korrelationen zwischen anderen Parametern und Mobilisierungserfolg bei
unterschiedlichen Tumorarten, wie Alter, Geschlecht, vergangene Zeit seit letzter
Chemotherapie wurden nicht gefunden. Yu et al. (1999) berichten Uber einen
schlechteren Pradiktivwert der CD34+ Zellzahl im peripheren Blut vor Apherese bei
Patienten mit Brustkrebs und akuter myeloischer Leukamie im Vergleich zu Patienten
mit Non-Hodgkin-Lymphomen. Andere Autoren arbeiten vor allem mit Tumoren des
Erwachsenenalters oder mit gesunden Probanten bzw. Spendern zur allogenen
Stammezelltransplantation, so dass ein Vergleich entfallt. Wahrend Kiefer et al. (1997)
Brustkrebspatientinnen, Fischer et al. (1994) mit Patienten nicht vorbehandelten
Brustkrebs und vorbehandelte Lymphomen beobachtete, wurden bei Kéchling et al.
(1997) Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie und mit Non-Hodgkin-Lymphomen
untersucht. Eine Studie, die sich explizit mit padiatrischen Patienten und den bei
ihnen vorkommenden Tumorarten befasst, ist die von Kanold et al (1998). Wahrend
diese Autoren sich auch auf die Mobilisierung zwischen zwei G-CSF-Gaben
beziehen, beschreiben Kanold et al. (1998), die eine Untersuchung an 42 Patienten
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mit unterschiedlichen leuk&mischen und soliden Tumoren durchgefihrt haben, keinen
Zusammenhang zwischen Mobilisierungserfolg und Diagnose fiir die Tage vor der
Apherese.

Interessant erscheint weiterhin, dass der Zeitpunkt der maximalen CD34+
Zellkonzentration  im  peripheren  Blut bei den  hier  untersuchten
Neuroblastompatienten gut 3 Stunden nach dem Zeitpunkt bei Nicht-
Neuroblastompatienten liegt (6,3 Stunden nach G-CSF gegen 9,1 Stunden nach G-
CSF). Auch hierfir gibt es in der Literatur keine sonstigen Anhaltspunkte.
Insbesondere der Vergleich der Autoren, die eher eine frihe Apherese bevorzugen,
wie oben genannten Fischer et al. (1994), und Autoren mit einem Vorzug fur den
spateren Zeitpunkt (z.B. Kiefer et al. 1997), haben selbst nicht mit
Neuroblastompatienten gearbeitet, die Patientengruppe der Brustkrebskranken wird
in beiderlei Studien untersucht.

Somit darf — von Quellen anderer Autoren gestitzt, zusammengefasst dargestellt
werden, dass eine differenzierte Vorgehensweise zur Findung des optimalen
Apheresezeitraum bei Patienten mit unterschiedlichen Tumorarten und Vortherapie,
in diesem Fall insbesondere bei padiatrischen Neuroblastompatienten, notwendig ist.

4.2.2 Geschlecht

Die Untersuchungen auf einen Einfluss des Geschlechts der Patienten auf die Art der
CD34+ Zellmobilisierung erbrachte ebenfalls Hinweise auf Unterschiede bezuglich
der beiden Kollektive. Kein mannlicher Patient erreichte ein Maximum der CD34+
Zellen vor Stunde 5 nach G-CSF-Gabe, wogegen sich die Maxima bei den
Patientinnen auf den gesamten Untersuchungszeitraum verteilten und sich
insbesondere um Stunde 8 nach G-CSF-Gabe hauften. Dies filhrte zu einer
durchschnittlichen maximalen CD34+ Zellkonzentration um die Stunde 10 bei den
Jungen, bei den weiblichen Patienten bereits um die Stunde 6. Die
Standardabweichung fir die méannlichen Patienten betrug 2,75 bei einem Median
von 10 Stunden, fur die weibliche 3,3 bei einem Median von 8 Stunden. Der optimale
Apheresezeitpunkt fur dieses Kollektiv stellt sich somit geschlechtsabhéngig da. Eine
Apherese zwischen den Stunden 4 und 6 bei den sieben hier vorgestellten
Patientinnen ware somit immer mit einem relativen oder absoluten CD34+
Zellkonzentrationsminimum zusammengefallen, womit sich die These ergibt, bei
Madchen eine Sammlung mdoglichst nicht in diesem Intervall, sondern evt. vorher
oder um die Stunde 8 nach G-CSF-Bolus durchzufihren. Bei Jungen trat ein
relatives oder absolutes Maximum der CD34+ Zellen erst ab der Stunde 8 nach G-
CSF auf, womit sich ein optimaler Apheresezeitraum eben erst nach diesem
Zeitpunkt ergibt.

Demgegeniber konnten bei anderen Studien, bei denen es jedoch jeweils um ein
Uber mehrere Tage und nicht im stiindlichen Abstand gemessenes Monitoring der
CD34+ Zellen ging, keine solchen geschlechtsspezifischen Unterschiede
herausgearbeitet werden. Haas et al. (1994) konnten in ihrem Kollektiv von 61
erwachsenen Hodgkin und Non-Hodgkin-Lymphomen keinen
geschlechtsspezifischen Unterschied in Bezug auf die Mobilisierung der CD34+
Zellen finden. Ebenso war das Geschlecht der 56 Patienten von Vantelon JM bei der
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Entwicklung des oben beschriebenen Pradiktions-Scores fir die Stammzellapherese
nicht ausschlaggebend.

Obgleich also andere Studien keine Bedeutung im Geschlecht des Patienten fir die
Findung des Optimalen Apherese-Zeitpunktes beschreiben, kann mit den
vorliegenden Daten ein solcher Einflul3 nicht ausgeschlossen werden.

4.2.3 Alter

Die Aufteilung in drei Altersgruppen brachte keine signifikanten Ergebnisse unter
Berlcksichtigung der CD34+ Zellzahl. Kinder der Altersgruppe 1 zeigten jedoch
ausschlie3lich den Mobilisierungstyp | (initialer Anstieg). Eine Korrelation zwischen
Zuordnung zu einer der drei Altersgruppen und Mobilisierungstyp konnte dennoch
nicht hergestellt werden, und war nach Sichtung der Literatur auch nicht zu erwarten.
Anderlini et al. (1997) weisen darauf hin, das gesunde Stammzellspender mit einem
Lebensalter von mehr als 55 Jahren eine signifikant schlechtere Ausbeute an
Stammzellen hervorbringen als vergleichbare jingere Spender. Zwar beschreibt die
Studie eine tendenzielle gegenlaufige Korrelation von Alter und Aphereseerfolg,
jedoch ist eine signifikante Aussage nur fir das héhere Lebensalter zu treffen und in
der Kindheit nicht nachweisbar. De la Rubia J et al. (2002) konnten die Altergrenze,
nach deren Uberschreiten eine negative Korrelation zwischen Alter und
Aphereseerfolg besteht, in einer Untersuchung an 103 gesunden Probanten auf 38
Jahre senken, in den Bereich der onkologischen Pa&diatrie scheint sich dieses
Problem jedoch nicht auszuwirken. Dagegen konnten Vantelon JM et al. (2000) an 56
Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen keine Korrelationen zwischen Alter und
Aphereseerfolg feststellen.

Die hier vorgelegten Daten zeigen somit - wie vergleichbare Untersuchungen - keinen
Hinweis auf einen Einfluss des Alters bei Kindern auf den optimalen
Apheresezeitpunkt.

4.2.4 Mobilisierung

Die Untersuchung der Leukozytenkonzentrationsveranderungen bzw. der CD34
Mobilisierungstypen  hinsichtlich  der  Mobilisierungsdauer und auch der
Mobilisierungsdosis erbrachten keine Erkenntnisse Gber mdgliche Zusammenhange.
Untersuchungsergebnisse  hinsichtlich dieses Zusammenhangs liegen bei
padiatrischen Patienten bisher auch nicht vor. Zwar zeigte sich, dass eine im Median
kurzere Stimulationsdauer mit einem einfachen Leukozytenanstieg bzw. mit einem
einfachen Leukozytenmaximum einherging, bei den Mobilisierungstypen war jedoch
kein Unterschied in Bezug auf die Mobilisierungsdauer festzustellen. Auch eine
statistische Korrelation zwischen Mobilisierungsdauer und CD34
Maximumkonzentration wahrend des Monitoring konnte nicht nachgewiesen werden.
Ebenso wenig trifft dies fur die Dosierung des G-CSF/kgKG/d zu. Weder eine
Korrelation mit der CD34 Maximumkonzentration wéhrend des Monitoring, noch ein
signifikanter Zusammenhang mit Leukozyten- und CD34+ Mobilisierungsverlauf
wurden festgestellt. Die Literatur hingegen gibt klare Hinweise fir einen solche
Zusammenhang vor allem im Bereich der hier untersuchten Dosierungen von ca. 5-
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10 pg/kgKG/d G-CSF. Obgleich von einer direkte Dosis-Wirkungsbeziehung nicht
ausgegangen werden darf, wirken nach Martinez C et al 1997 héhere Dosen G-CSF
besser als niedrige. Zudem haben sowohl Arbona C et al. 1998 als auch Kroger N et
al 1998, dass eine auf zwei Gaben verteilte Gesamtdosis von 10 ug/kgKkG/d eine
bessere Mobilisierung hervorrufen, als eine gleichgroRe Einzeldosis. Somit decken
sich die in unserer Studie gezeigten Beobachtungen nicht mit denen in der Literatur,
was aber vor allem auf die geringe Patientenanzahl zurtickzufiihren sein dirfte. Ein
Unterschied in der Wirkung bei unterschiedlichen Dosierungen scheint also gegeben.

4.3 Das klinische Stammzellmonitoring
4.3.1 Notwendigkeit und Voraussetzungen

Die Sichtung der Literatur und die Ergebnisse der hier vorliegenden Untersuchung
zeigen, dass bei padiatrischen Patienten eine individuelle Schwankungsbreite in den
Mustern der CD34+ Stammzellmobilisation besteht. Voraussagen Uber die Art der
Mobilisierung bei einem bestimmten Patienten lassen sich somit ohne vorherige
Analyse des CD34+ Anstiegs nur schwerlich treffen. Daher bedarf es zur Optimierung
des Apheresezeitpunktes vor der Stammzellsammlung eines standardisierten
Verfahrens zur Findung des optimalen Apheresezeitpunktes. Daflir eignet sich, wie
Locatelli et al (1998) beschreiben, ein Stammzellmonitoring im Vorfeld der Apherese.
Beachtet man die hier vorgelegten Daten und mit diesen verbundene Streuweite der
Maxima und Minima, und beachtet man, dass bei vier der hier untersuchten Patienten
die Konzentration der CD34+ Zellen am Ende des Monitoring unterhalb der
Ausgangskonzentration lag, erscheint ein klinisches Monitoring zur Festlegung des
Zeitpunktes sinnvoll, eine pauschalisierte Fixierung des Apheresezeitpunktes
hingegen wenig sinnig.

Die nahe liegende Losung, weitere messbare Parameter zu finden, die einerseits die
CD34+ Zellmobilisierung im peripheren Blut des Patienten hinreichend widerspiegein,
andererseits jedoch den Aufwand fir Patienten und die behandelnden Institutionen
senken, ist aus oben erwahnten Grunden bisher nicht praktikabel. Zwar hat es
mehrfach Ansatze gegeben, mit Hilfe von Parametern, die einfacher und billiger zu
bestimmen sind als direkt die CD34+ Zellzahl, eine Aussage Uuber den
Stimulationserfolg mit G-CSF zu finden. Die dabei untersuchten Parameter des
Blutbildes sind dazu wie oben dargestellt nicht geeignet. Insbesondere wird deutlich,
dass eine hinreichend genaue Aussage uber den idealen Apheresezeitpunkt im Sinne
einer maximalen Ausschopfung des zirkulierenden Stammzellpotentials eines
Stimulationszyklus vor allem uber die CD34+ Zellkonzentration im peripheren Blut
selbst bestimmt werden kann. Es ist bekannt, dass eine einfache, tagliche Messung
der CD34+ Zellkonzentration eine gute Voraussage uUber den Aphereseerfolg zulésst,
wenn man den Grenzwert von mindestens 20 CD34+ Zellen/ul peripheren Blutes
berticksichtigt. Diese Messungen ignorieren jedoch Schwankungen in der
Stammzellkonzentration im Blut, da sie sich auf einen einzigen, nicht systematisch
gewahlten und konsequent eingehaltenen Zeitpunkt wahrend eines Tages beziehen,
in dessen Verlauf die Anzahl der CD34+ Zellen im peripheren Blut einer gewissen
Schwankung unterliegt. Da sich eine Folge von CD34+Zellzéhlungen im Rahmen
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einer Stammzelltransplantationsvorbereitung in Tagesabstdnden als zuverlassiger
Marker fur den Aphereseerfolg bestétigt hat, darf angenommen werden, dass die
Verkirzung der ZeitrAume zwischen den Messungen zumindest keine
Verschlechterung der Aussage, moglicherweise sogar eine Verbesserung derselben
hervorbringen konnte. Wenn aber jeder einzelne Messpunkt in einem CD34
Monitoring eine gut korrelierende Aussage Uber den spéateren Aphereseerfolg zulasst,
so kann ein Monitoring in seiner Gesamtaussage ebenfalls Hinweise auf einen
maoglichst glinstigen Sammelzeitpunkt geben.

Eine solche Zellanalyse setzt einen Mindestaufwand an Zeit und Geld voraus, der
nicht unerheblich ist. Ein vollstindiges Monitoring, wie in der vorliegenden Studie
durchgefihrt, moglicher Weise noch Uber 24 anstatt 12 Stunden, wird, auch in
Hinsicht auf die Belastbarkeit der Patienten, somit unmdglich. Daher stellt sich die
Frage, wie haufig und in welchen Abstanden CD34+
Zellkonzentrationsbestimmungen durchzufthren sind, ohne den Patienten zu stark zu
belasten, die Kosten in die Hohe zu treiben und zugleich eine klinisch relevante
Aussage Uber den optimalen Zeitpunkt der Apherese zu finden. Zur Haufigkeit und
Frequenz, mit denen solche Messungen sinnvoll wéren, gibt es jedoch bisher keine
Daten, vor allem keine aus dem Bereich der padiatrischen Onkologie. Studien, die
sich mit dem Stammzellmonitoring auseinandersetzen, werfen zwar die Frage nach
der Notwendigkeit eines solchen praapheretischen Monitoring auf, beantworten sie
jedoch nicht, noch geben sie klare Instruktionen fir die Durchflhrbarkeit eines
solchen. Kiefer et al (1997) fuhrten zur Beschreibung der Pharmakodynamik von G-
CSF ein Monitoring tUber 24 Stunden mit Messintervallen von 2 Stunden durch.
Kochling et al. (1997) setzen fir ihr klinisches Monitoring bei 12 erwachsenen
Patienten (Altersmedian 59 Jahre, Range 19-71 Jahre) ein Probeentnahmeraster von
Entnahmen alle 2 Stunden ab 6 Uhr morgens bis 22 Uhr, und dann eine weitere
Entnahme am folgenden Morgen 6 Uhr ein. Dies erfordert mit der Nullwertmessung
zehn CD34+ Zellkonzentrationsbestimmungen. Dieses engmaschige Raster scheinen
geeignet fur Klinische Studien an erwachsenen Gesunden oder Patienten, eine
Umsetzung fur den Gebrauch in der Klinik ist jedoch nicht beabsichtigt und aus
Grinden der Logistik, der Kosten und der Compliance auch kaum denkbar.

Ein weiteres Raster, ebenfalls Uber 24 Stunden verwendet, geben Bjarnason et al.
(1996) vor, indem sie die CD34+ Zellkonzentration im peripheren Blut jeweils im 4-
Stunden Abstand messen, wobei die G-CSF-Gabe lber 6 x 4 Tage hinweg jeweils zu
einem randomisierten Zeitpunkt vier Tage hintereinander durchgefuihrt wurde. Diese
Messmatrix verringert die Zahl der Messungen pro Tag auf 7 Messungen, wobei nur
die Blutenthahme um 24 Uhr und die um 4 Uhr in die Schlafenszeit fallen. Diesen
Vorteilen steht vor allem der immer noch beachtliche finanzielle und organisatorische
Aufwand gegenuber, zudem wird vorausgesetzt, dass die Minima und Maxima der
CD34+ Zellkonzentrationsverlaufe mit einem Raste von je 4 Stunden Abstand sicher
zu erfassen sind, was — wie gezeigt - der Studienlage nicht entspricht.

4.3.2 Berlcksichtigung des Mobilisierungstyps und des Patientengeschlechts

Eine mdgliche Losung zur Findung eines idealen Sammelzeitpunktes kénnte somit
die Kanalisierung der Messungen auf aussagekraftige Zeitpunkte sein, die eine
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4.3.3

Zuordnung zu den unterschiedlichen Mobilisierungstypen zulassen. Da 9 von 14
Patienten ein absolutes Maximum zwischen den Stunden 8 und 12 nach G-G-CSF-
Bolus aufwiesen, sind mit Messungen zwischen der Stunde 8 und 12 nach Bolus ein
Anteil von 64% der Maxima erfasst worden.

Mdchte man ein umfangreiches Monitoring vermeiden, stellt sich zudem
insbesondere die Frage nach dem initialen Anstieg oder Abfall der CD34+
Zellkonzentration. Um einen Patienten in das grobe Raster der Typ | bzw. Typ II-
Mobilisierer einzuordnen, konnte eine Messung des 0-Stunden-Wertes und eine
Messung z.B. des 2-Stunden-Wertes gentigen. Alle hier untersuchten Patienten mit
einem initialen Abfall zeigten zu diesem Zeitpunkt CD34 Werte unterhalb des
Ausgangswertes.

Obwohl fir padiatrische Patienten bisher kein geschlechtsspezifischer Unterschied
fur die Mobilisierung CD34+ hamatopoetischer Stammzellen beschrieben wurden,
zeigen die hier vorliegende Untersuchung, dass zumindest in diesem Kollektiv einige
Aussagen Uber die Verteilung der Maximum- und Minimumkonzentration zul&ssig
sind. Zum einen zeigten die Jungen kein Maximum der CD34+ Konzentration vor
Stunde 5 nach G-CSF, daflr alle Minima auf3erhalb des Zeitraumes 3-5 und 9-12
Stunden nach G-CSF-Bolus. Madchen hingegen zeigten alle Maxima bis Stunde 10,
und alle Minima innerhalb der Stunden 4-6. Sollten sich diese Daten in weiteren
Untersuchungen bestétigen, so wéare eine Anpassung des klinischen Préapherese-
Monitoring an das Geschlecht zu erstreben.

Moglicher Ablauf eines klinisch orientierten Monitoring

Diese beiden Tendenzen — Zuordnung zu einem Mobilisierungstyp und mdglicher
Einflud des Geschlechts auf den optimalen Apheresezeitpunkt - kbnnten zu einem
Monitoring-Ablaufplan fuhren, der Anzahl der Messungen auf ein Minimum
beschrankt, und dennoch eine Aussage Uber den Zeitpunkt der maximalen CD34+
Zellkonzentration im Blut zulasst.

Dass ein solches Monitoring einen Ausgangwert zur Stunde 0 (also vor G-CSF-Gabe)
bendtigt, versteht sich von selbst. Ohne einen solchen Vergleichswert wahren
Aussagen Uber den weiteren Verlauf, Anstieg und Abfall der CD34+
Zellkonzentrationen und letztlich Uber den Gesamtverlauf der Mobilisierung nicht
maoglich.

Als zweiter Messpunkt bietet sich eine CD34+ Zellkonzentrationsbestimmung ca. 2
Stunden nach G-CSF-Bolus an. Alle in dieser Studie untersuchten Patienten mit einer
Typ-lI-Mobilisierung zeigten hier Werte unterhalb des Ausgangswertes, wobei zu
bemerken ist, dass zwei Patienten vom Typ | nach 2 Stunden noch keinen
signifikanten Anstieg der CD34+ Konzentration aufwiesen.

Als dritten Messpunkt bietet sich der Zeitpunkt ca. 8 Stunden nach G-CSF-Gabe an —
zu dem es bei im Durchschnitt bei den Patienten bereits zu einem Anstieg der CD34+
Zellen gekommen ist. Eine mdgliche Anpassung an das Patientengeschlecht (friihere
Messung bei Madchen, spatere bei Jungen) kdnnten nach Sichtung groRRerer
Datenmengen durchgefihrt werden.
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Ein solches Monitoring bendtigt nicht zwingend einen Endpunkt. Er kdnnte dazu
beitragen herauszufinden, ob der Klimax der Stimulation durch das applizierte G-CSF
bereits Uberschritten ist, ob also der optimale Tag der Apherese bereits verpasst
wurde. Dies ware dann anzunehmen, wenn die CD34+ Zellkonzentration zum
Zeitpunkt 12 h (oder in einem erweiterten Monitoring auch 24 h) niedriger liegt, als
zum Monitoringbeginn.

Abbildung 4.3 demonstriert den moglichen Ablauf eines solchen Monitoring.

CR34E 4+ Bestimmung zur Stunde O, Z2und 8

Fakultative CD34 +
Bestimmung am
Monitoring-Ende

v
I ————

01 2 3 456 7 8 9 10 11 12
Stunden nach G-CSF

Abb. 4.3 Moglicher zeitlicher Ablauf fiir ein klinisches Monitoring der CD34+ Zellen zur Verbesserung der
Zellausbeute bei der spateren Apherese durch Préadiktion des optimalen Apheresezeitpunkt. Nach Beginn des
Monitoring unmittelbar vor G-CSF-Bolus s.c. erfolgen die nachsten Entnahmen zur Stunde 4 und zur Stunde 8 nach
G-CSF-Bolus. Die letzte Entnahme erfolgt schlie3lich zur Stunde 11 nach G-CSF-Gabe.
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4.3.4 Hypothetische Uberlegungen zum Benefit aus den gewonnen Daten

Wie ist nun der Benefit der hier dargestellten Untersuchung fiir den Patienten zu
bewerten, und kann die Ausnutzung des Wissens um den optimalen
Apheresezeitpunkt zu einem besseren klinischen ,outcome* filhren? Die Darlegungen
von Kasparu H et al 1996, Knudsen et al 1996 und Armitage S et al 1997, die einen
engen Zusammenhanf zwischen eine héhere CD34+ Zellzahl zum Zeitpunkt der
Apherese und einer damit verbundenen optimaleren Aphereseausbeute aufzeigen,
befligeln jedoch zu der Uberlegung, wie sich durch die richtige Wahl des
Aphereszeitpunkts die Ausbeute optimieren lassen kdonnte. Denn durch diesen so
beschriebenen Zusammenhang ist zu erwarten, dass die Apherese zum Zeitpunkt
des CD34+ Maximums eine bessere Ausbeute erbringt, als zum Zeitpunkt einer
Minimalkonzentration.

Ein Gedankenexperiment kann die Hypothese zu einem moglichen Benefit fir unsere
hier untersuchten Patienten unterstitzen: Ausgehend von der Annahme, dass alle
Parameter ein und desselben CD34 Monitoringverlaufes gleich bleiben, dass die
Ausbeute der Apherese in einem gewissen Bereich eine lineare Proportionalitat zur
MCD34+ Zellkonzentration im peripheren Blut verlauft, und bei einer angenommenen
Apheresedauer von ca. drei Stunden kann so der Unterschied zwischen einer
Apherese zum Maximum- und Minimumzeitraum miteinander verglichen werden:

Gedankenexperiment 1 :

Nimmt man einen Patienten an, dessen Mobilisierungskinetik dem
Durchschnittsverlauf der CD34+ Zellkonzentration aller Patienten (Abb. 3.9, S. 64)
entspricht — ein Durchschnittspatient aller hier vorgenommenen Messungen also - ,
so ergibt sich fir einen Sammelzeittaum um Stunde 10 (Maximum) eine
durchschnittliche CD34+ Zellkonzentration, ca. 35% hoher ist als zur Stunde 2 oder
Stunde 6 nach G-CSF-Gabe.

Gedankenexperiment 2:

Betrachtet man nun den Patienten mit den starksten Schwankungen der CD34+
Zellkonzentration innerhalb des Kollektivs, namentlich Patient 8, so zeigt sich ein
relativer Unterschied von 253% zwischen der Minimalkonzentration 2 h nach G-CSF
(40 CD34+ Zellen/ul) und der Maximalkonzentration ca. 10 Stunden nach G-CSF
(141 CD34+ Zellen/pul).

Gedankenexperiment 3:

Selbst beim Patienten mit den geringsten Schwankungen zwischen
Maximalkonzentration (286 CD34+/ul nach 7h) und Minimalkonzentrationen (203
CD34+/ul zum Zeitpunkt 0) darf von einem relativen Unterschied von ca. 40%
ausgegangen werden.

In jedem dieser Falle diurfen bei einer hoheren Stammzellkonzentration im Blut auch
hohere Aphereseausbeuten bei sonst gleichen Parametern erwartet werden. Dies
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kann bedeuten, dass die Anzahl der Apheresen insgesamt, aber auch das
Durchlaufvolumen oder die Apheresezeit vermindert werden konnte, falls der
Apheresezeitpunkt richtig gewabhlt ist. Denkbar waren nur zwei anstatt drei Apheresen
durchfihren zu mussen (entspricht der 35% héheren Konzentration an Stammzellen
im peripheren Blut aus Gedankenexperiment 1). Daraus wiederum folgt eine
geringere Belastung fur den Patienten, eine Senkung des aus einer Aphereserisikos,
und nebenbei eine Reduzierung von Kosten- und Personalaufwand.

Eingeschrankt wird diese Uberlegung vor allem durch zwei Fakte: Das AusmafR, in
dem die zirkadiane Rhythmik der endogenen G-CSF-Ausschuttung in das Monitoring
hineinspielt, bzw. inwiefern diese durch das exogene G-CSF ausgeschaltet wird, ist
noch nicht ausreichend durch Studien erforscht. Zum anderen ist nicht klar, ob nach
einer zwolfstiindigen Messung der CD34+ Konzentrationsdynamik eine Aussage
Uber die folgenden zwolf Stunden in Bezug auf Minimal- und Maximalwerte zulassig
ist. Diese Frage zu beantworten ware jedoch schwierig, dass die Apherese selbst
einen solch immensen Einflul auf die Ausschuttung der CD34+ Zellen ins periphere
Blut nach sich zieht, dass eine Messung der Grunddynamik durch die G-CSF-Gabe
kaum maoglich wére.
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4.4 Zusammenfassende Beantwortung der Fragestellun  gen, Teil 2

Zu Frage 4

Wie kann ein Stammzellmonitoring vor Leukapherese d urchgefihrt und
optimiert werden? Welche Messpunkte beim einzelnen Patienten sind ndotig
bzw. ausreichend, um einen optimalen Leukaphereseze itpunkt zu bestimmen?

Ein Stammzellmonitoring vor Leukapherese muss einen Ausgangswert zur Stunde 0
beinhalten. Eine Zuordnung zu einem der beiden Mobilisierungstypen (initialer
Anstieg oder Abfall der CD34+ Zellzahlen nach G-CSF-Gabe) gelingt nur, wenn eine
Messung ca. 2 Stunden nach G-CSF-Bolus integriert ist. Als dritter wichtiger
Messpunkt ist eine CD34+ Konzentrationsbestimmung nach ca. 8 Stunden (evt.
geschlechtsangepasst) anzusehen, da hier im Durchschnitt bei den Patienten eine
Maximalkonzentration zu verzeichnen war. Eine weitere Messung zum Ende des
Monitoring kénnte die Aussage Uber den Verlauf der Mobilisierung sinnvoll ergénzen.

Zu Frage 5

Wie ist der potentielle Benefit fir den Patienten a  us den gewonnenen Daten
einzuschatzen?

Eine statistisch hinreichende Aussage Uber einen Benefit ist bei der geringen
Patientenzahl und ohne ,Verblindung der Studie nicht méglich. Jedoch ist — unter
Voraussetzung einer in der géngigen Literatur beschriebenen Abhéngig zwischen
CD34+ Zellkonzentration im Blut und dem Aphereseerfolg — ein zuséatzliches
Apheresepotential in der Differenz zwischen Minimal- und Maximalwerten von Uber
30% denkbar.
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5. Zusammenfassung

Die autologe Transplantation von hamatopoetischen Stammzellen im Rahmen einer
Hochdosis-Chemotherapie hat sich inzwischen bei der Behandlung von Tumoren im
Kindesalter etabliert. Dabei blieb der optimale Zeitpunkt der Apherese von der CD34+
hamatopoetischen Stammzellen im peripheren Blut der Kinder, bezogen auf die
Stunden am Tag der geplanten Stammzellsammlung, bisher unbeleuchtet.
Insbesondere fir padiatrische Patienten liegen keine Untersuchungen zur dieser
Problematik vor, deren Losung jedoch den Erfolg einer Stammzellapherese
verbessern konnte.

Zielsetzung dieser Arbeit war es, die Mobilisierung der CD34+ Stammzellen im
peripheren Blut unter dem EinfluR@ von G-CSF(Granulocyte-Colony Stimulating
Factor) in Form eines klinischen Monitoring darzustellen. Dies erfolgte mit Hilfe der
durchflusszytometrischen Messung CD45+/CD34+ Zellen aus dem peripheren Blut
der Patienten nach G-CSF-Stimulation mit regelmafiigen Blutenthnahmen lber einen
Zeitraum von 12 Stunden.

Untersucht wurden 14 Patienten der Klinik 11l der Universitats-Kinderklinik Frankfurt
mit unterschiedlichen malignen Erkrankungen (8x Neuroblastom, 2x Osteosarkom,
NHL, PNET, Ewing-Sarkom, RMS). Dabei wurden im Abstand von 0,2,4,5,6,7,8,10
und 12 Stunden nach einer subcutanen G-CSF-Gabe (Dosis 4,8 bis 10,2 pg/kg/d)
EDTA-Blutproben Uber einen zentralen Venenkatheder entnommen, und daraus ein
automatisches Blutbild sowie eine durchflusszytometrische Bestimmung der
Konzentration an CD34/45 positiven Zellen durchgefuihrt. Mit Hilfe dieser Bestimmung
konnte nachgewiesen werden, dass die CD34/45 positiven Zellen Uber die 12
Stunden des Beobachtungszeitraumes individuell unterschiedliche Verlaufen bieten.
Zudem konnten alle Patienten zwei unterschiedlichen Initialkinetiken - den
Mobilisierungstypen | und Il - zugeordnet werden, welche sich durch einen initialen
Anstieg bzw. einen initialen Abfall der CD34+ Zellkonzentration unterscheiden. Der
optimale  Zeitpunkt der Apherese — reprasentiert durch ein CD34+
Zellkonzentrationsmaximum im peripheren Blut - konnte fir das untersuchte
Patientenkollektiv mit ca. 8 Stunden nach G-CSF Bolus beschrieben werden. Dabei
konnte weder der Verlauf der Gesamtleukozyten noch andere hamatologische
Parameter aufgrund eines signifikant ahnlichen Verlaufes als Indikator fir den Verlauf
der CD34+ Zellmobilisierung genutzt werden. Signifikanten Hinweise auf
Zusammenhénge zwischen dem Verlauf der C34+ Zellmobilisierung und den
Grunderkrankungen, dem Alter, dem Geschlecht oder der Mobilisierungsart gab es
nicht. Es stelle sich jedoch Eine Tendenz zur Mobilisierung vom Typ | bei Kindern
unter 3 Jahren dar. Eine Optimierung der Stammzellapherese kann durch
zusatzliche CD34+Zellkonzentrationsbestimmungen erwartet werden, die Aufschluss
Uber den Mobilisierungstyp geben uns somit helfen, den optimalen Sammelzeitpunkt
zu bestimmen. Messungen zum Zeitpunkt 0,2 und 8 Stunden nach G-CSF-Bolus
erscheinen als besonders aufschlussreich.
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Durch Beachtung der Maximal- und Minimalkonzentrationen der individuellen
Verlaufe konnen Apheresen zu optimalen Zeitpunkten durchgefiihrt werden, was zu
einer Verbesserung der Aphereseausbeute und damit zu einer Senkung der
Belastungen und Risiken fir den Patienten fuhren. Die hier untersuchte, sehr
inhomogene und zahlenmaRig kleine Patientengruppe hat jedoch auch gezeigt, dass
groBere Studien mit mehr Patienten notwendig sind, um statistisch signifikante
Aussagen treffen zu kdnnen.
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Summary

Autologous stem cell transplantation following high-dose chemotherapie has become
an well estabished procedure in treatment of childhood malignancies. The optimum
timing of apheresis of CD34+ hematopoietic stem cells — regarding to the hours on
the day of apheresis, has not yet been found. Especially in childhood maligancies,
solutions to optimize the timing of stem cell apheresis have to be found to reduce
burdens and risks for the patients.

Aim of this study was to performe a clinical CD34+ stem cell monitoring in the
peripheral blood to dedesribe the influence of G-CSF (Granulocyte-Coloncy
Stimulating Factor) on stem cell mobilization kinetics. The monitoring was performed
by flowcytometric measurement of CD45+/CD34+ double positive cells in the
peripheral blood of patients after, lasting 12 hours after a subcutanouse bolus of G-
CSF. The monitoring included 14 patients of Clinic Ill of the University Children
Hospital Frankfurt with different malignant diseases (8x Neuroblastoma, 2x
osteosarcoma, Non-Hodgkin lymphoma, PNET, Ewing sarcoma, RMS). EDTA Blood
samples for automatic blood cell count and flowcytometric CD45/34+ cell
measurement were collected at 0,2,4,5,6,7,8,10 und 12 hours after subcutanouse G-
CSF-bolus (doses of 4,8 bis 10,2 ug/kg/d).

Although varying individual kinetics of CD45/34+ cells within 12 hours of monitoring
were detected in all patients, two basic tendendcies were found for mobilization
kinetics: patients with initial increase of CD34+ cell concentration (pattern of
mobilization I, POM I), and patients with initial decrease of CD34+ cell concentration
(pattern of mobilization 1, POM Il). Optimum timing for apheresis — showing highest
average CD34+ cell concentration - for this foreteen patients was about 8 hours after
G-CSF-Bolus. Analysing leukocyte cell count and other hematological parameters, no
significant prediction parameter for CD34+ cell mobilization and increase could be
detected. No significant significant correlations between CD34+ mobilization kinetics
and malignant disease, age, sex of patient or kind of mobilization was found. As a
tendency, children below the age of 3 years did all show a POM I.

Optimization of stem cell apheresis can be expected after aditionally CD34+ stem cell
concentration measurements to register the patter of mobliziation, finding an optimum
time for apheresis. Mesaurement at 0,2 and 8 hours after G-CSF bolus seem to help
predicting the pattern of mobilization. Therefore, finding maximum and minimum
concentration in patients mobilization kinetic could result in higher yield of apheresis
and a reduction of stress and risks for the patients. Anyway, other studies with a
lager, less inhomogenous group of patients are need to show statistically significant
results.
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6. Anhang

A) Abklrzungsverzeichnis
B) Ubersicht der verwendeten Cluster of Differentia  tion-Kurzbezeichnungen

C) Individualdaten
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A) Abkirzungsverzeichnis

#
pX

APUD

BE
CD

d

DC
dDa
EBV
ELAM
EPO

G-CSF

GM
GM-CSF
h

HLA

i.v.

IL

LAM
Leukos
LPB

Max
M-CSF
Min

MW

NB
NK-Zellen
r

RMS

s.C.

SCF
Stabw
STAT
TH-Zellen
TNF
TPO/ MGDF
VLA

KL
kgKG
KOF
BMI

BE

m

w

Nummer
Summe
Amine and precursor uptake and decarboxylation

Blutentnahme
Cluster of Differentiation
Tag (lat. dies)

Dendritische Zellen

Kilo Dalton

Eppstein-Barr-Virus
Endothel-Leukozyten-Adhasionsmolekiil
Erythropoetin

Granulocyte-colony stimulating factor

Geometrisches Mittel
Granulocyte Monocyte-colony stimulation factor
Stunde (lat. horus)

Human Leucocyte Antigen
Intravends

Interleukin
Leukozyten-Adhasionsmolekdl
Leukozytenkonzentration
Lipopolysaccharid Binding Protein
Konzentrationsminimum
Macrophage-colony stimulation factor
Konzentrationsmaximum
Mittelwert

Neuroblastom

Naturliche Killerzellen
Korrelationskoeffizient
Rhabdomyosarkom

Subcutan

Stem cell factor
Standardabweichung

Singal Transducer and Acticator of Transcription
T-Helfer-Zellen
Tumornekrosefaktor
Thrombopoetin

Very late appearing Antigen
Korperlange [cm]
Korpergewicht [kg]
Korperoberflache [m?]

Body Mass Index [kg/m?]
Blutentnahme

Mannlich

Weiblich
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B) Ubersicht der verwendeten Cluster of Differentia

CD4
CD10
CD11a
CD11c
CD14
CD15

CD16
CD18
CD19

CD20
CDh21
CD28
CD34
CD43
CD45
CD45RA
CD45R0O

CD62E

CD62L
CDh71
CD80
CD81
CD86

CD133

Thymozyten, TH;- und TH, Zellen,
Monozyten, Makrophagen

B-/T- Vorlauferzellen,
Knochenmarkstromazellen
Lymphoyzten, Granulozyten,
Monozyten, Makrophagen
Myeloide Zellen
Myelomonozytische Zellen
Neutrophile u. eosinophile Zellen,
Monozyten

Neutrophile Zellen, NK-Zellen
Leukozyten

B-Zellen

B-Zellen

Reife B-Zellen, dentrittische Zellen
T-Zellen, aktivierte B-Zellen
Hamatopoetische Vorlauferzellen
Kapillarendothel

Leukozyten (auf3er: ruhende B-
Zellen)

Alle hamatopoetischen Zellen

T- u. B-Zellsubpopulationen,
Monozyten

T- u. B-Zellsubpopulationen,
Monozyten, Makrophagen
Endothel

Nk-, B- u. T-Zellen, Monozyten,

Alle proliferierenden Zellen
B-Zell-Subpopulationen
Lymphozyten

Monozyten, aktivierte B-Zellen,
dentritische Zellen
Stamm/-Vorlauferzellen

(Nach: Janeway CA et al 2002)

55

100

180

150
53-55

50-80
95

95
33-37
145
44
105-
120
95-
135
180-
240
205-
220
180

140

150
95
60
26

80

110

tion-Kurzbezeichnungen

Corezeptor fur MHC-Klasse-II-
Molekile
Zink-Metalloproteinase

Integrin LFA-1-Untereinheit

Integrin CR4-Untereinheit
LBP-Rezeptor

Endstandiges Trisaccharid an
Glykoproteinen/Glykolipiden
FcyRIll-Untereinheit
Integrin-Untereineit 3,
Komplexbilnder mit CD21 u. CD81
Evt. Ca®*-Kanal-Untereinheit

EBV — u. C3d-Komplementrezeptor
Costimulation CD80 u. CD86
CD62L-Ligand

Evt. antiadhasive Wirkung
Tyrosinphosphatase
Isoform von CD45 mit A-Exon

Isoform von CD45 die werder das
A- noch B- oder C-Exon enthalt
Endothel-
Leukozytenadhasionsmolekiil
(ELAM)
Leukozytenadhasionsmolekl
(LAM)

Transferrinrezeptor

CD28-Ligand

Bildet mit CD19 und CD21 B-Zell-
Corezeptor

ILT/LIR-Familie

Auch AC133



Patient 1

Geburtsdatum: 27.06.1998 Geschlecht: weiblich
Untersuchungstag: 09.06.2000 Gewicht: 9,8 kg
Alter bei Untersuchung: 111/12 Jahre GroRe: 82 cm
KOF: 0,47 m’
Beginn der Untersuchung: 16:00 Uhr Diagnose: Neuroblastom
Ende der Untersuchung: 04:00 Uhr Erstaufnahme: 28.02.2000
Behandlung nach: NB97
Stimulationstage vor Monitoring: 17 G-CSF/d: 480 ug
Vorherige Leukapheresen: 0

Modus der Gabe: sub cutan

Ergebnisse

Leukozyten *10%ul 22,10 26,30 30,20 30,40 31,90 2550 33,50 34,80 38,10
Erythrozyten *106/ul 4,36 4,25 4,15 4,08 4,01 3,17 4,01 3,96 3,99
Hb g/dL 12,80 12,20 11,90 11,80 11,70 9,00 1160 11,30 11,50
Hamatokrit % 37,60 36,50 3570 34,80 34,40 27,40 33,90 34,20 34,00
MCV fL 86,30 8580 86,10 8530 8580 8650 8460 86,30 85,10
MCH pg 29,40 28,70 28,70 28,90 29,20 28,40 28,90 28,50 28,80
MCHC g/dL 34,00 33,40 33,30 3390 34,00 32,80 34,20 33,00 33,80
RDW % 16,80 17,30 16,30 16,50 16,70 17,20 16,60 17,30 17,50
Thrombozyten *10%ul 30,00 30,00 3500 3500 32,00 2300 30,00 29,00 34,00
Lymhozyten % 1950 2330 21,70 20,30 17,80 22,70 18,20 20,40 17,00
MID % 9,60 7,80 7,30 6,80 8,40 6,80 11,30 8,50 9,30
Granulozyten % 70,90 6890 71,00 7290 7380 7050 70,50 71,10 73,30
Lymphozyten *10%/pl 4,30 6,10 6,60 6,20 5,70 5,80 6,10 7,10 6,50
MID *10%ul 2,10 2,10 2,20 2,10 2,70 1,70 3,80 3,00 3,50

Granulozyten *10%/pl 15,70 18,10 21,40 22,20 23,50 18,00 23,60 24,70 28,10
Total Counts

CD45+ (1) X 35527 21745 26576 20136 24714 23667 25459 20790 42810
CD45+ (2) X 25914 25522 26517 25729 23366 25178 21099 19955 20236
CD45+ (3) X 21042 22516 27364 29858 53214 27985 26181 23030
CD34+ (3) X 93 48 70 86 70 81 78 53 108
CD34+ (1) X 56 59 63 95 57 85 57 60 50
CD34+(2) X 51 56 97 94 118 53 62 34

CD34+ Anteil %

an CD45+ (1) 0,26 0,22 0,26 0,43 0,28 0,34 0,31 0,25 0,25

CD34+ Anteil %

an CD45+ (1) 0,22 0,23 0,24 0,37 0,24 0,34 0,27 0,30 0,25

CD34+ Anteil %

an CD45+ (1) 0,24 0,25 0,35 0,31 0,22 0,19 0,24 0,15

CD34 abs(1) x> 58 58 80 130 90 87 103 89 96

CD34 abs(2) > 48 61 72 112 78 86 91 105 94

CD34 abs(3) ) 54 65 108 100 57 63 82 56

Mittelwert 53,06 6142 7565 116,62 89,53 76,64 8553 91,92 82,17

Leukozytenkonzentration

Minimum: 22,1+ 10° /ul (nach 0 h) Maximum: 38,1 *10°/ul (nach 12 h)

A Max/Min abs: 16 *10° /pl A Max/Min rel.: 72 %

A Vor/Nach abs: 16 * 10° /ul A Vor/Nach rel: 72 %

CD34+ Zellkonzentration

Minimum: 53 /ul  (nach 0h) Maximum: 117/l (nach 5 h)

A Max/Min abs: 64 /ul A Max/Min rel.: 118 %

A Vor/Nach abs: 29 /ul A Vor/Nach rel: 54 %
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Patient 2

Geburtsdatum: 30.04.1995 Geschlecht: weiblich
Untersuchungstag: 06.09.1998 Gewicht: 12,5 kg
Alter bei Untersuchung: 3 6/12 Jahre GroRe: 98 cm
KOF: 0,58 m?
Beginn der Untersuchung: 09:15 Uhr Diagnose: Neuroblastom
Ende der Untersuchung: 18:20 Uhr Erstdiagnose: 20.04.1998
Behandlung nach: NB97
Stimulationstage vor Monitoring: 13 G-CSF/d: 150 pg
Vorherige Leukapheresen: 2
Modus der Gabe: sub cutan

Bemerkungen und Besonderheiten zum Verlauf des Monitoring:

Die Patientin ist wahrend der ganzen Zeit motiviert, aktiv und kooperativ. Mittagsschlaf zwischen 14:30 und 15:30. Abbruch der
Messungen nach 9 Stunden auf Wunsch der Eltern. Bei den Blutbildmessungen erfolgt eine Gegenprufung mit einem zweiten
Gerat, das identische Ergebnisse liefert.

Ergebnisse
Leukozyten *10%ul 4,6 4,1 4,6 51 4,2 4,1 54 6,0 6,3
Erythrozyten *10%ul 2,99 2,79 2,7 2,86 2,69 3,12 2,72 2,73 2,66
Hb g/dL 9,1 8,4 8,1 8,3 8,1 9,3 8,0 8,1 7,9
Hamatokrit % 26,3 24,6 23,7 25,2 23,4 27,5 23,7 23,8 23,4
MCV fL 88 88 87 88 87 88 87 87 88
MCH pg 30,4 30,1 29,8 29,0 30,1 29,8 29,4 29,7 29,7
MCHC g/dL 34,6 34,1 34,2 32,9 34,6 33,8 33,8 34,0 33,8
RDW % 15,6 16,6 15,4 15,6 16,9 15,5 15,6 16,9 15,4
Thrombozyten 0%l 7 7 15 11 9 6 8 35 11
Lymhozyten % 15,3 21,4 19,7 21,4 19,2 17,2 18,1 19,2 17,5
MID % 9,6 10,2 10,5 9,9 10,6 9,2 8,8 9,4 9,3
Granulozyten % 75,1 68,4 69,8 68,7 70,2 73,6 73,1 71,4 73,2
Lymphozyten *10%ul 0,7 0,9 0,9 11 0,8 0,7 1,0 1,2 11
MID *10%ul 0,4 0,4 0,5 0,5 0,4 0,4 0,5 0,6 0,6
Granulozyten *10%ul - 3,5 2,8 3,2 3,5 2,9 3,0 3,9 4,3 4,6
Total Counts:
CD45+ (1) ¥ 25446 18317 30468 30169 29221 87024 25602 30988 19027
CD45+ (2) X 20065 18911 23253 30336 40011 21022 29685 18058 31468
CD45+ (3) X 26494 34705
CD34+ (1) X 64 58 69 72 58 187 59 60 56
CD34+ (2) ¥ 65 54 61 56 114 56 52 53 69
CD34+(3) ¥ 64 63
CD34+ Anteil % 0,252 0,317 0,226 0,239 0,198 0,215 0,23 0,19 0,29
an CD45+ (1)
CD34+ Anteil % 0,324 0,286 0,262 0,185 0,285 0,266 0,18 0,29 0,22
an CD45+ (1)
CD34+ Anteil % 0,242 0,182
an CD45+ (1)
CD34 abs(1) > 12 13 10 12 8 9 12 12 19
CD34 abs(2) > 15 12 12 9 12 11 9 18 14
CD34 abs(3) > 11 7
Mittelwert 12,52 12,34 11,24 10,79 10,15 9,058 10,95 14,61 16,18
Leukozytenkonzentration
Minimum: 4,1*10° jul (nach 1 h und 5 h) Maximum: 6,3 * 10%/ul (nach 9 h)
AMax/Min abs: 2,2 *10° /ul A Max/Min rel.: 53 %
AVor/Nach abs: 1,7 * 10° /ul A Vor/Nach rel: 36 %
CD34+ Zellkonzentration
Minimum: 9 /ul (nach 5 h) Maximum: 16/ pl (nach 9 h)
A Max/Min abs: 6 /ul A Max/Min rel.: 66 %
A Vor/Nach abs: 4 Jul A Vor/Nach rel: 32%
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Patient 3

Geburtsdatum: 24.08.1981 Geschlecht: weiblich
Untersuchungstag: 09.11.1998 Gewicht: 68 kg
Alter bei Untersuchung: 17 3/12 Jahre GroRe: 168 cm
KOF: 1,78 m*
Beginn der Untersuchung: 15:20 Uhr Diagnose: PNET
Ende der Untersuchung: 03:00 Uhr Erstaufnahme: 05.08.1998
Behandlung nach: CWS 96
Stimulationstage vor Monitoring: 5 Tage G-CSF/d: 480 pg
Vorherige Leukapheresen: 3
Modus der Gabe: sub cutan

Bemerkungen und Besonderheiten zum Verlauf des Monitoring:

Die Patientin ist kooperativ, von der vorhergehenden Leukapherese aber noch sehr belastet. Sie geht um 22 Uhr schlafen, wird
aber zu den Messungen geweckt. Aufgrund eines Funktionsfehlers des Blutzéhlgerates kann ein Teil der sonst erhobenen
Daten beziglich des Blutbildes nicht erfasst werden.

Ergebnisse
Leukozyten *10%ul 26,4 255 345 359 411 351 341 335 325
Erythrozyten *10%ul 3,36 3,55 3,27 326 357 305 308 304 3,07
Hb g/dL 9,6 10,1 9,3 9,3 10,3 8,8 8,8 8,8 8,8
Hamatokrit % 296 312 288 287 314 268 271 271 273
MCV fL 88 88 88 88 88 88 88 89 89
MCH pg 28,6 28,5 28,4 28,5 28,9 28,9 28,6 28,9 28,7
MCHC gdL 324 324 323 324 328 328 325 325 322
RDW % 18,1 19,3 19,5 19,7 19 18,2 18,6 18,8 19,2
Thrombozyten *103/ul 121 131 129 134 154 119 109 126 114
Lymhozyten % 10,8 8,4 8,5 9,1 8,6
MID % 3,8 51 4,8 29 3,7
Granulozyten % 85,4 86,5 86,7 88 87,7
Lymphozyten *10%ul 2,9 2,9 2,9 3 2,8
MID *10%ul 1 1,8 1,6 1 1,2
Granulozyten *10%ul 22,5 304 296 295 285
Total Counts
CD45+ (1) X 50028 37187 79961 50494 51124 49230 45400 63332 95689
CD45+ (2) ¥ 30848 38290 79961 65573 68843 66934 54789 68248 108039
CD34+ (1) ¥ 81 51 53 53 50 51 55 50 53
CD34+ (2) ¥ 49 52 53 64 50 51 50 50 51
Anteil an Leukozyten %
1) 0,16 0,14 0,07 010 0,10 0,10 0,22 0,08 0,06
Anteil an Leukozyten %
2) 0,16 0,14 0,07 0,10 0,07 0,08 0,09 0,07 0,05
CD34 abs(1) > 42,74 3497 2287 37,68 40,20 36,36 41,31 26,45 18,00
CD34 abs(2) > 41,93 34,63 22,87 35,04 29,85 26,74 31,12 2454 1534
Mittelwert 42,3 34,80 22,87 36,36 3502 31,55 36,21 2550 16,67
Leukozytenkonzentration
Minimum: 25,5 * 10° /ull (nach 2 h) Maximum: 41,1 *10%/pl (nach 6 h)
AMax/Min abs: 15,6 * 10° /ul A Max/Min rel.: 61 %
AVor/Nach abs: 8,3*10°% /ul AVor/Nachrel: 31,4 %
CD34+ Zellkonzentration
Minimum: 23 /ul  (nach 4 h) Maximum: 36/ ul (nach 5 h)
A Max/Min abs: 13 /ul A Max/Min rel.: 57 %
A Vor/Nach abs: =17 Jul A Vor/Nach rel: 40 %
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Geburtsdatum:
Untersuchungstag:
Alter bei Untersuchung:

Beginn der Untersuchung:
Ende der Untersuchung:

Stimulationstage vor Monitoring:
Vorherige Leukapheresen:

Modus der Gabe: sub cutan
Ergebnisse
Leukozyten *10%u 3,3
Erythrozyten *10%ul 3,2
Hb g/dL 2,57
Hamatokrit % 6,90
MCV fL 19,80
MCH [ols] 77,00
MCHC g/dL 26,80
RDW % 34,80
Thrombozyten *10%pl 18,40
Lymhozyten %
MID %
Granulozyten %
Lymphozyten *10%/ul
MID *10%/ul
Granulozyten *10%/ul
Total Counts:
CD45+ (1) X 5264
CD45+(2) ¥ 5496
CD45+ (3) ¥ 7250
CD34+ (1) ¥ 142
CD34+(2) ¥ 132
CD34+ (3) ¥ 163
Anteil an %
Leukozyten (1) 2,70
Anteil an %
Leukozyten (2) 2,40
Anteil an %
Leukozyten (3) 2,25
CD34 abs(1) Y 89,02
CD34 abs(2) X 79,26
CD34 abs(3) X 74,19
Mittelwert 80,82
Leukozytenkonzentration
Minimum: 3,3*10°/ul
AMax/Min abs: 11,2 *10% /ul
AVor/Nach abs: 11,2 * 10% /ul
CD34+ Zellkonzentration
Minimum: 106 /ul
A Max/Min abs: 127 ul
A Vor/Nach abs: 152 /ul

Patient 4

27.04.1987
27.02.1999
12 1/12 Jahre

15:50 Uhr

03:50 Uhr

10

0
4,8 6,5 7,5
4,8 6,1 7.4
2,93 3,00
7,70 7,80 7,80
22,60 23,10
77,00 77,00
26,30 26,00
34,10 33,80
17,70 17,60
22,60 18,90 17,10
6,40 9,40 8,00
71,00 71,70 74,90
1,10 1,20 1,30
0,30 0,60 0,60
3,40 4,40 5,50
10035 12124 4606
7903 17760 6108
8610 17957 9975
279 273 125
215 312 117
205 274 117
2,78 2,25 2,71
2,72 1,76 1,92
2,38 1,53 1,17
133,45 146,36 203,54
130,58 114,19 143,66
114,29 99,18 87,97
126,11 119,91 145,06

(nach 0 h)

(nach 6 h)
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Geschlecht: weiblich
Gewicht: 47 kg
Grole: 1,51 cm
KOF: 1,4 m?
Diagnose: Osteosarkom
Erstaufnahme: 04.1997
Behandlung nach: COSS 96
G-CSF/d: 480 ug
7,9 8,8 10,0 12,3 14,5
7,7 8,7 9,7 12,6 13,2
3,10 3,19 3,55 3,64 3,33
8,70 9,2 9,40 9,90 9,4
24,20 24,9 27,70 28,40 25,6
78,00 78 78,00 78,00 77
28,10 28,8 26,80 27,20 28,2
36,00 36,9 33,90 34,90 36,7
16,80 17,2 18,10 17,80 18,2
15,70 11,9 7,3
8,20 9,4 8,4
5,90 78,8 84,3
1,20 1 1
0,60 0,8 1,1
76,10 6,8 111
3158 7180 11342 8065 6155
13959 7650 11670 10508 6333
13959 9468 10334 10508 8975
192 154 220 153 107
189 157 154 140 110
189 128 129 140 121
6,08 2,14 1,94 1,90 1,74
1,35 2,05 1,32 1,33 1,74
1,35 1,35 1,25 1,33 1,35
188,75 193,97 233,34 252,07
106,96 180,60 131,96 163,88 251,86
106,96 118,97 124,83 195,49
106,96 162,77 150,25 198,61 233,14
Maximum: 14,5 * 10°/ul (nach 12 h)
A Max/Min rel.: 339 %
A Vor/Nach rel: 339 %
Maximum: 233/l (nach 12 h)
A Max/Min rel.: 120 %
A Vor/Nach rel: 143 %
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Geburtsdatum:

Untersuchungstag:
Alter bei Untersuchung:

Beginn der Untersuchung:
Ende der Untersuchung:

Stimulationstage vor Monitoring:

Vorherige Leukapheresen:

Modus der Gabe:

Ergebnisse

Leukozyten
Erythrozyten
Hb
Hamatokrit
MCV
MCH
MCHC
RDW
Thrombozyten
Lymhozyten
MID
Granulozyten
Lymphozyten
MID
Granulozyten
Total Counts:
CD45+ (1)
CD45+ (2)
CD45+ (3)
CD34+ (1)
CD34+ (2)
CD34+ (3)
CD34+ Anteil
an CD45+ (1)
CD34+ Anteil
an CD45+ (1)
CD34+ Anteil
an CD45+ (1)
CD34 abs(1)
CD34 abs(2)
CD34 abs(3)
Mittelwert

Leukozytenkonzentration

Minimum:
A Max/Min abs:
A Vor/Nach abs:

CD34+ Zellkonzentration

Minimum:
A Max/Min abs:
A Vor/Nach abs:

*10%/ul
*10%/l
g/dL
%

fL

Py
g/dL
%
*10%/ul
%

%

%
*10%/ul
*10°/ul
*10%/pl

3,60
3,90
10,40
30,80
79,00
26,70
33,80
17,70
15,00
47,10
8,70
44,20
1,70
0,30
1,60

19810
21547
23043
42
44
54

0,21
0,20

0,23

0 0 ~

3,6 * 10° /ul
1.9 * 10° /pl
1,9 * 10° /pl

8/l
14 /ul
12 /ul

31.07.1999
15.05.2000
10/12 Jahre
18:00 Uhr
06:00 Uhr
15
0
sub cutan
5,60 4,30
4,44 3,99
12,10 10,70
35,30 31,40
79,40 78,60
27,30 26,80
34,30 34,10
17,20 17,80
19,00 17,00
4550 40,20
7,80 11,30
46,70 48,50
2,50 1,70
0,40 0,50
2,60 2,10
23868 21543
22601 20047
20254 21781
65 56
42 51
42 63
0,27 0,26
0,19 0,25
0,21
15 11
10 11
12
12 11
(nach 0 h)
(nach 0 h)

Patient 5

GHO000515
Geschlecht: weiblich
Gewicht: 8,6 kg
GroRe: 72 cm
KOF: 0,42 m*
Diagnose: Neuroblastom

Erstaufnahme: 28.02.2000
Behandlung nach: NB97

G-CSF/d: 60 pg

3,90 4,30 4,50 4,80 5,30
3,93 3,87 4,00 3,96 4,01
10,50 10,30 10,70 10,70 10,70
30,90 30,20 31,10 30,80 31,80
7860 78,00 7780 77,80 79,40
26,70 26,60 26,80 27,00 26,70
34,00 34,10 34,40 34,70 33,60
17,20 17,70 16,00 16,80 17,40
22,00 16,00 19,00 21,00 17,00
41,60 43,20 41,70 3580 43,60
8,90 8,20 8,40 10,30 7,70
49,50 48,60 49,90 53,90 48,70
1,60 1,90 1,90 1,70 2,30
0,30 0,40 0,40 0,50 0,40
1,90 2,10 2,20 2,60 2,60

22539 31628 21115 20697 19557
20174 20522 21066 20731 20254
19743 19236 20349 19491 19131

52 71 89 81 78
61 61 76 67 88
63 62 82 71 83

0,23 0,22 0,42 0,39 0,40

0,30 0,30 0,36 0,32 0,43

0,36 0,43
9 10 19 19 21
12 13 16 16 23
17 23
10 11 18 17 22
Maximum: 5,5* 10° /ul

A Max/Min rel.: 53 %

A Vor/Nach rel: 53 %

Maximum: 22/ ul
A Max/Min rel.: 175 %
A Vor/Nach rel: 150 %
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5,50
4,03
10,80
31,50
78,10
26,80
34,30
18,10
17,00
32,40
11,00
56,60
1,80
0,60
3,10

20083
19993
19570
81
69
68

0,40
0,35
0,35

22

19
19

(nach 12 h)

(nach 10 h)
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Geburtsdatum:
Untersuchungstag:
Alter bei Untersuchung:

Beginn der Untersuchung:
Ende der Untersuchung:

Stimulationstage vor Monitoring:

Vorherige Leukapheresen:
Modus der Gabe: sub cutan

Ergebnisse Blutbild

Leukozyten

Erythrozyten

Hb

Hamatokrit

MCV

MCH

MCHC

RDW

Thrombozyten

Lymhozyten

MID

Granulozyten

Lymphozyten

MID

Granulozyten

Total Counts:
CD45+ (1)
CD45+ (2)
CD34+ (1)
CD34+ (2)

CD34+ Anteil an CD45+ (1)

CD34+ Anteil an CD45+ (1)

CD34 abs(1)

CD34 abs(2)

Mittelwert

Leukozytenkonzentration

*10%/ul
*10%/l
g/dL
%

fL

Pg
g/dL
%
*10%/ul
%

%

%
*10%/ul
*10%/ul
*10%/ul

MMM L L MMM M

Minimum: 10,5 * 10° /ul
A Max/Min abs: 9,2 * 10° /ul
AVor/Nach abs: 9,2 * 10° /ul

CD34+ Zellkonzentration

Minimum: 81 /yl
A Max/Min abs: 69 /ul
A Vor/Nach abs: 34 /ul

15.01.1996
27.11.1998
1 10/12 Jahre

Patient 6

15:20 Uhr

03:00 Uhr

5 Tage

3
10,5 10,8 11,5
2,95 2,96 2,87
9 9 8,7
25,7 25,5 25
87 86 87
30,5 30,4 30,3
35 35,3 34,8
15,8 14,9 16,5
149 142 122
21,4 215 21,5
13,1 11,2 10,1
65,5 67,3 68,4
2,2 2,3 1,9
14 1,2 0,9
6,9 7,3 6
11411 16325 14837
11411 28966 47376
89 169 153
89 232 354
0,78 1,04 1,03
0,78 0,80 0,75
81,89 111,80 118,59
81,89 86,50 85,93
81,89 99,15 102,26

(nach 0 h)

(nach 6 h)
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Geschlecht: weiblich

Gewicht: 15 kg

Grole: 105 cm

KOF: 0,66 m”

Diagnose: Neuroblastom

Erstaufnahme: 26.11.1998

Behandlung nach: NB 97

G-CSF/d: 150 g
13,5 15,5 16,8 15,3 18,8 19,7
2,93 2,86 3,05 3,23 3,11 2,96
9,00 8,8 9,3 9,8 9,4 8,8
25220 24,6 26,5 28,1 26,7 25,8
86,00 86 87 87 86 87
30,70 30,8 30,5 30,3 30,2 29,7
35,70 35,8 35,1 34,9 35,2 34,1
16,30 16,1 16,5 15,9 16,1 17,4
126,00 123 133 105 123 110
22,50 25,3 24,2 25,2 22,3 23,7
13,90 104 111 10,4 11,3 10,1
63,60 64,3 64,7 64,4 66,4 66,2
3,10 3,9 4,1 4,1 4,2 4,7
1,90 1,6 1,9 1,7 2,1 2
8,60 10 10,9 10,4 12,5 13
30454 17685 17145 16378 21773 22964
26226 20061 20754 22554 20879 19072
184 151 160 125 148 138
155 162 176 157 128 110
0,60 0,85 0,93 0,76 0,68 0,60
0,59 0,81 0,85 0,70 0,61 0,58
81,57 132,34 156,78 116,77 127,79 118,39
79,79 125,17 142,47 106,50 115,25 113,62
80,68 128,76 149,62 111,64 121,52 116,00
Maximum: 19,7 *10°/pl (nach 12 h)
A Max/Min rel.: 87 %
A Vor/Nach rel: 87 %
Maximum: 150/ pl (nach 8 h)
A Max/Min rel.: 85 %
A Vor/Nach rel: 41 %
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Geburtsdatum:
Untersuchungstag:
Alter bei Untersuchung:

Beginn der Untersuchung:
Ende der Untersuchung:

Stimulationstage vor Monitoring:
Vorherige Leukapheresen:

Modus der Gabe: sub cutan
Ergebnisse
Leukozyten *10%ul 15,9
Erythrozyten *10%ul 2,92
Hb g/dL 7,70
Hamatokrit % 22,60
MCV fL 77,30
MCH pg 22,60
MCHC g/dL 34,10
RDW % 19,40
Thrombozyten *10%ul 77,00
Lymhozyten % 33,20
MID % 9,20
Granulozyten % 57,60
Lymphozyten *10%ul 5,30
MID *10%ul 1,50
Granulozyten *10%ul 9,20
Total Counts:
CD45+ (1) ¥ 26190
CD45+(2) ¥ 23544
CD45+ (3) Y. 21781
CD34+ (1) ¥ 148,00
CD34+ (2) X 130,00
CD34+ (3) X 134,00
CD34+ Anteil an %
CD45+ (1) 0,57
CD34+ Anteil an %
CD45+ (1) 0,55
CD34+ Anteil an %
CD45+ (1) 0,62
CD34 abs(1) > 89,85
CD34 abs(2) X 87,79
CD34 abs(3) X 97,82
Mittelwert 91,82
Leukozytenkonzentration
Minimum: 15,4 * 10° /ul
A Max/Min abs: 4,2*10° Jul
AVor/Nach abs: 3,7 * 10° /ul
CD34+ Zellkonzentration
Minimum: 43 [l
A Max/Min abs: 50 /ul
A Vor/Nach abs: -26 /ul

03.04.1996
17.01.2000

Patient 7

3 8/12 Jahre

15:00 Uhr
03:00 Uhr

14 Tage
0

15,4
2,71
7,40
20,70
76,40
27,30
35,70
19,90
69,00
31,50
9,00
59,50
4,80
1,40
9,00

20990

112,00

0,53

82,17

82,16

(nach 2 h)

(nach 6 h)

16,8
2,76
7,40
20,90
75,90
26,80
35,40
19,60
66,00
27,90
9,60
62,50
4,70
1,60
10,50

21871
20643

97,00
92,00
0,44
0,45
74,51
74,87

74,69

Geschlecht: weiblich
Gewicht: 15,6 kg
Grole: 102 cm
KOF: 0,66 m*
Diagnose: Neuroblastom
Erstaufnahme: 02.11.1999
Behandlung nach: NB97
G-CSF/d: 75 ug
17,1 18,2 17,8 18,2 18,4 19,6
2,72 2,65 2,58 2,63 2,51 2,58
7,30 7,10 6,90 7,00 6,70 6,9
20,60 20,10 19,50 20,00 19,00 19,8
75,70 76,00 75,40 76,00 75,70 76,6
26,80 26,80 26,70 26,60 26,70 26,7
35,40 35,30 35,40 35,00 35,30 34,8
19,50 18,70 20,40 19,70 21,10 20,4
69,00 70,00 60,00 70,00 57,00 60
29,10 28,30 27,20 25,20 26,20 24,9
8,30 9,40 9,40 11,00 7,80 8,3
62,60 62,30 63,40 63,80 66,00 66,8
5,00 5,20 4,80 4,60 4,80 49
1,40 1,70 1,70 2,00 1,40 1,6
10,70 11,30 11,30 11,60 12,10 13,1
20515 21997 20793 20343 20732
21944 28103 22078 29143 21587 26834
23107 22754 21124 24474
69,00 79,00 109,00 83,00 77
90,00 38,00 94,00 155,00 89,00 91
102,00 110,00 93,00 71
0,34 0,36 0,52 0,41 0,37
0,41 0,14 0,43 0,53 0,41 0,34
0,44 0,48 0,44 0,29
61 63,93 95,41 75,07 72,80
70,13 24,61 75,79 96,80 75,86 66,47
78,57 87,98 81,01 56,86
70,13 42,91 72,76 93,4 76,47 65,37
Maximum 19,6 * 10°/ul (nach 12 h)
A Max/Min rel.: 27 %
A Vor/Nach rel: 23 %
Maximum: 93/ ul (nach 8 h)
A Max/Min rel.: 116 %
A Vor/Nach rel: -28%
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Patient 8

Geburtsdatum: 11.12.1981 Geschlecht: mannlich
Untersuchungstag: 15.05.1999 Gewicht: 61 kg
Alter bei Untersuchung: 16 6/12 Jahre GroRe: 179 cm
KOF: 1,74 m?
Beginn der Untersuchung: 18:00 Uhr Diagnose: Rhabdomyosarkom
Ende der Untersuchung: 06:00 Uhr Erstaufnahme: 23.11.1998
Behandlung nach: CWS 96
Stimulationstage vor Monitoring: 10 G-CSF/d: 480 pg
Vorherige Leukapheresen: 0
Modus der Gabe: sub cutan

Ergebnisse Blutbild

Leukozyten *10% 940 7,70 1500 16,00 1850 17,70 18,20 17,00 15,80
Erythrozyten *10% 2,77 2,65 273 264 261 269 278 279 285
Hb g/dL 860 840 870 850 890 850 880 890 9,00
Hamatokrit % 2410 23,10 23,80 23,20 23,00 23,70 24,20 24,60 25,10
MCV fL 87,00 87,00 87,00 88,00 88,00 8800 87,00 88,00 88,00
MCH pg 31,00 31,70 31,60 32,20 34,10 31,60 31,70 31,90 31,60
MCHC o/dL 3570 3640 36,60 3660 3870 3590 3640 36,20 35,90
RDW % 16,80 16,10 16,90 1590 16,30 1590 16,10 16,90 15,80
Thrombozyten *10%ul 20,00 36,00 40,00 39,00 40,00 3500 34,00 31,00 32,00
Lymhozyten % 930 650 620 630 640 670 580 7,50
MID % 800 790 720 760 580 550 500 5,40
Granulozyten % 82,00 8560 86,60 86,10 87,80 87,80 89,20 87,10
Lymphozyten *10%/ul 070 1,00 1,00 120 110 1,20 1,00 1,20
MID *10%/ul 060 1,20 120 140 100 1,00 090 0,90
Granulozyten *10%/ul 6,40 12,80 13,90 1590 1550 16,00 1520 13,80

Total Counts:

CD45+ (1) X 16893 25527 30951 27959 107073 86685 8578 9032 6934
CD45+ (2) X 4722 232040 4936 28655 23476 6891 7954 24638
CD45+ (3) X 15922 7355
CD34+ (1) X 100 160 112 128 330 325 45 57 55
CD34+(2) X 45 925 25 106 75 51 82 154
CD34+(3) ¥ 84 40
CD34+ Anteil an CD45+ (1) % 0,59 0,63 036 0,46 031 037 052 063 079
CD34+ Anteil an CD45+ (1) % 0,95 040 051 0,37 0,32 0,74 1,03 0,63
CD34+ Anteil an CD45+ (1) % 0,53 0,54
CD34 abs(1) > 56 48 54 73 57 66 95 107 125
CD34 abs(2) > 90 31 76 59 59 131 175 99
CD34 abs(3) > 50 42
Mittelwert 65 40 65 66 58 99 95 141 112
Leukozytenkonzentration
Minimum: 9,4 * 10° Jul (nach 0 h) Maximum: 18,2 * 10°/ul (nach 6 hund 8 h)
A Max/Min abs: 8,8 *10° /ul A Max/Min rel.: 94 %
A Vor/Nach abs: 6,4 * 10° Il A Vor/Nach rel: 68 %
CD34+ Zellkonzentration
Minimum: 40 /I (nach 2 h) Maximum: 141/ pl (nach 10 h)
A Max/Min abs: 101 /ul A Max/Min rel.: 253 %
A Vor/Nach abs: 47 Jul A Vor/Nach rel: 72 %
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Geburtsdatum:
Untersuchungstag:
Alter bei Untersuchung:

Beginn der Untersuchung:
Ende der Untersuchung:

Stimulationstage vor Monitoring:
Vorherige Leukapheresen:
Modus der Gabe:

Ergebnisse

Leukozyten *10%ul 10,5
Erythrozyten ~ *10%ul 3,14

Hb gldL 8,80
Hamatokrit % 25,10
MCV fL 80,00
MCH jols] 28,00
MCHC g/dL 35,10
RDW % 21,60
Thrombozyten  *10%ul 28,00
Lymhozyten % 15,80
MID % 7,80
Granulozyten % 76,40
Lymphozyten ~ *10%ul 1,70
MID *10%ul 0,80

Granulozyten ~ *10%ul 8,00
Total Counts:

Patient 9

CD45+ (1) ¥ 94310
CD45+(2) ¥ 22318
CD45+ (3) X 22098
CD34+ (1) ¥ 591
CD34+(2) X 147
CD34+(3) ¥ 140,
CD34+ Anteil %
an CD45+ (1) 0,63
CD34+ Anteil %
an CD45+ (1) 0,66
CD34+ Anteil %
an CD45+ (1) 0,63
CD34 abs(1) Y 66
CD34 abs(2) > 69
CD34 abs(3) > 67
Mittelwert 67
Leukozytenkonzentration
Minimum: 3,6 * 10° /ul
A Max/Min abs: 1.9 * 10° /pl
AVor/Nach abs: 1,9 * 10° /ul
CD34+ Zellkonzentration
Minimum: 8/l
A Max/Min abs: 14 /ul
A Vor/Nach abs: 12 /ul

20.12.1995 Geschlecht: mannlich
21.01.2000 Gewicht: 70 kg
14 1/12 Jahre Grole: 173 cm
KOF: 1,83 m?
14:00 Uhr Diagnose: Ewingsarkom
02:00 Uhr Erstaufnahme: 02.11.1999
Behandlung nach: E.W.l.N.G.99
9 G-CSF/d: 480 ug
0
sub cutan
11,0 13,1 14,2 14,5 17,0 18,4 22,9 22,7
2,98 2,95 2,84 2,80 2,98 2,88 2,91 2,91
8,20 8,10 8 7,70 8,20 7,90 8,20 8,1
23,90 2360 23 22,40 23,80 23,10 23,30 233
80,30 80,00 81 80,10 79,80 80,20 80,20 79,9
2750 27,50 28,2 2750 2750 27,40 28,20 27,8
3430 34,30 348 34,40 3450 34,20 3520 34,8
20,90 22,80 20,9 21,90 20,80 20,10 22,00 21
26,00 27,00 28 27,00 28,00 28,00 33,00 33
14,00 12,10 12,3 13,10 11,80 11,70 10,20 9,7
7,30 9,70 7 6,40 6,20 7,10 6,70 5,8
78,70 78,20 80,7 80,50 82,00 81,20 83,10 845
1,50 1,60 1,7 1,90 2,00 2,20 2,30 2,2
0,80 1,30 1 0,90 1,10 1,30 1,50 1,3
8,70 10,20 11,5 11,70 13,90 1490 19,00 19,2
34222 42069 30028 67043 22811 24191 22610 22615
31337 23479 26010 35163 21127 20228 26008 22360
37834 26900 33811 33855 20921 20242 23286 20671
241 224 153 280 93 96 104 91
251 99 119 147 77 77 112 105
250 142 196 129 85 68 86 116
0,70 0,53 0,51 0,42 0,41 0,40 0,46 0,40
0,80 0,42 0,46 0,42 0,36 0,38 0,43 0,47
0,66 0,53 0,58 0,38 0,41 0,34 0,37 0,56
77 70 72 61 69 73 105 91
88 55 65 61 62 70 99 107
73 69 82 55 69 62 85 127
79 65 73 59 67 68 96 108
(nach 0 h) Maximum: 5,5* 10° /ul (nach 12 h)
A Max/Min rel.: 53 %
A Vor/Nach rel: 53 %
(nach 0 h) Maximum: 22/ ul (nach 10 h)
A Max/Min rel.: 175 %
A Vor/Nach rel: 150 %
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Patient 10

Geburtsdatum: 09.01.1991 Geschlecht: mannlich

Untersuchungstag: 21.09.1998 Gewicht: 22,4 kg

Alter bei Untersuchung: 78/12  Jahre GroRe: 132

KOF: 0,91 m’
Beginn der Untersuchung: 15.00 Uhr Diagnose: NHL
Ende der Untersuchung: 03:00 Uhr Erstdiagnose: 27.04.1998
Behandlung: NHL-BFM 95

Stimulationstage vor Monitoring: 9 G-CSF/d: 150 pg

Vorherige Leukapheresen: 0

Modus der Gabe: sub cutan

Ergebnisse

Leukozyten *10%ul 25 25,8 38,6 39,6 38,5 45,2 46,4 31

Erythrozyten *lOelul 4,75 3,97 3,82 3,88 3,75 3,76 3,78 3,62

Hb g/dL 13,4 11,1 10,6 10,7 10,6 10,5 10,6 10,3

Hamatokrit % 39,4 33 31,7 31,8 30,8 31,2 31,8 30

MCV fL 83 83 83 82 82 83 84 83

MCH pg 28,2 28 27,7 27,6 28,3 27,9 28 28,5

MCHC g/dL 34 33,6 33,4 33,6 34,4 33,7 33,3 34,3

RDW % 16 17 15,9 16,2 17,6 17,3 16,7 16,2

Thrombozyten *10%ul 90 112 119 125 117 119 117 116

Lymhozyten % 13,6 13,6 14,5 14,3 16,7 12,6 15,1 16,0

MID % 6,2 6.4 8,3 5,6 12,2 8,0 7.3 10,1

Granulozyten % 80,2 80 77 80,1 71,1 79,4 77,6 73,9

Lymphozyten *10%ul 3.4 35 5,6 5,7 6,4 57 7,0 50

MID *10%ul 1,6 1,7 3.2 2,2 4,7 3,6 3.4 31

Granulozyten *10%ul 20,1 20,6 29,8 31,7 27,4 35,9 36 22,9

Total Counts:
CD45+ (1) X 15428 28324 14669 16114 24665 11603 20761 9400
CD45+(2) ¥ 13447 33540 13794 12955 13275 17649 12739 18829
CD34+ (1) 106 250 87 75 150 75 88 87
CD34+(2) X 126 235 75 75 75 109 71 120

CD34+ Anteil % 0,69 0,70 0,54 0,47 0,56 0,62 0,42 0,93

an CD45+ (1)

CD34+ Anteil % 0,94 0,88 0,59 0,58 0,61 0,65 0,56 0,64

an CD45+ (1)

CD34 abs(1) Y 172 181 199 184 218 279 297 287

CD34 abs(2) ¥ 234 227 217 229 234 292 259 198

Mittelwert > 203 204 208 207 226 286 228 242

Leukozytenkonzentration

Minimum: 25,0 * 10° /ul (nach 0 h) Maximum: 46,4 * 10%/pl (nach 8 h)

AMax/Min abs: 21,4 * 10° /ul A Max/Min rel.: 86 %

A Vor/Nach abs: 6*10° /pl A Vor/Nach rel: 24 %

CD34+ Zellkonzentration

Minimum: 203/l (nach 0 h) Maximum: 286 / pl (nach 7 h)

A Max/Min abs: 83 /ul A Max/Min rel.: 41 %

A Vor/Nach abs: 39 /ul A Vor/Nach rel: 19 %
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Patient 11

Geburtsdatum: 06.09.1982 Geschlecht: mannlich
Untersuchungstag: 02.09.1999 Gewicht: 60 kg
Alter bei Untersuchung: 17 Jahre GroRe: 163 cm
KOF: 1,64 m
Beginn der Untersuchung: 18:00 Uhr Diagnose: Osteosarkom-Rezidiv
Ende der Untersuchung: 06:00 Uhr Erstaufnahme: 07.11.1997
Behandlung nach: COSS96
Stimulationstage vor Monitoring: 9 Tage G-CSF/d: 480 g
Vorherige Leukapheresen: 0
Modus der Gabe: sub cutan

Bemerkungen und Besonderheiten zum Verlauf des Monitoring:

Patient ist zu Beginn des Monitoring aufgrund der Narkose zur ZVK-Implantation noch stark benommen. Arbeitet
spater gut mit. Nachtruhe gegen 2 Uhr morgens.

Medikation: 1x Paracetamol 500 gegen Kopfschmerzen in Folge der Narkose

Ergebnisse
Leukozyten *103/ul 8,00 8,50 8,60 8,60 8,90 9,50 9,90 10,40 10,30
Erythrozyten *106/ul 2,61 2,45 2,41 2,47 2,63 2,61 2,54 2,53 2,48
Hb g/dL 7,70 7,40 7,20 7,40 7,70 7,60 7,50 7,40 7,30
Hamatokrit % 22,20 20,90 20,50 21,00 22,30 22,00 21,70 21,40 20,90
MCV fL 85,00 8520 8500 8500 84,70 84,20 8530 84,70 84,20
MCH pg 29,50 30,20 29,90 30,00 2930 29,10 29,50 29,20 29,40
MCHC g/dL 34,70 35,40 35,10 35,20 34,50 34,50 34,60 34,60 34,90
RDW % 13,80 1530 13,00 13,70 14,30 13,90 1550 13,00 13,60
Thrombozyten  *10%ul 49,00 46,00 40,00 46,00 45,00 46,00 43,00 42,00 40,00
Lymhozyten % 24,10 21,80 22,00 21,60 20,70 19,70 21,20 18,60 18,60
MID % 7,00 6,40 8,00 6,50 5,90 6,10 9,20 7,90 6,70
Granulozyten % 68,90 71,80 70,00 71,90 73,40 7420 69,60 73,50 74,70
Lymphozyten  *10%/l 1,90 1,90 1,90 1,90 1,80 1,90 2,10 1,90 1,90
MID *10%ul 0,60 0,50 0,70 0,60 0,50 0,60 0,90 0,80 0,70
Granulozyten *10%/ul 5,50 6,10 6,00 6,20 6,50 7,00 6,90 7,60 7,70
Total Counts:
CD45+ (1) ¥ 24949 30292 29267 31804 30174 46913 31902 42768
CD45+ (2) ¥ 27031 25208 25082 33088 41776 69099 32418 44243
CD45+ (3) ¥ 3593 26137 26324 33379 79133 29883
CD34+ (1) X 72 84 64 99 71 123 68 91
CD34+(2) ¥ 86 63 81 90 90 174 54 87
CD34+ (3) ¥ 7 60 79 91 133 47
CD34+ Anteil %
an CD45+ (1) 0,29 0,28 0,22 0,31 0,24 0,26 0,21 0,21
CD34+ Anteil %
an CD45+ (1) 0,32 0,25 0,32 0,27 0,22 0,25 0,17 0,20
CD34+ Anteil %
an CD45+ (1) 0,19 0,23 0,30 0,27 0,17 0,16
CD34 abs(1) > 23 24 19 27 21 25 21 22
CD34 abs(2) )y 25 21 28 23 19 24 16 20
CD34abs(3) Y 16 20 26 23 15 15
Mittelwert 21,38 21,44 24,13 24,54 18,36 21,26 18,80 21,08
Leukozytenkonzentration
Minimum: 8,0 * 10° /ul (nach 0 h) Maximum: 10,3 * 10°/ul (nach 12 h)
AMax/Min abs: 2,3 *10° /ul A Max/Min rel.: 35 %
AVor/Nach abs: 2,3 *10° Il A Vor/Nach rel: 35%
CD34+ Zellkonzentration
Minimum: 18,6 / ul (nach 6 h) Maximum: 24,54 [l (nach 5 h)
A Max/Min abs: 5,94 ul A Max/Min rel.: 32%
A Vor/Nach abs: -0,3 Jul A Vor/Nach rel: 1,6 %
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Patient 12

Geburtsdatum: 26.12.1996 Geschlecht: mannlich
Untersuchungstag: 23.05.2000 Gewicht: 16,7 kg
Alter bei Untersuchung: 2 5/12 Jahre GroRe: 100 cm
KOF: 0,68 m’
Beginn der Untersuchung: 16:15 Uhr Diagnose: Neuroblastom
Ende der Untersuchung: 04:15 Uhr Erstaufnahme: 10.01.2000
Behandlung nach: NB97
Stimulationstage vor Monitoring: Tage G-CSF/d: 100 pg
Vorherige Leukapheresen: 0
Modus der Gabe: sub cutan
Ergebnisse
Leukozyten *10%ul 8,60 11,30 12,30 13,80 1480 14,00 17,20 1560 18,30
Erythrozyten *10%ul 2,62 2,56 2,51 2,58 2,58 2,48 2,59 2,51 2,57
Hb g/dL 7,40 7,20 7,10 7,20 7,30 6,90 7,10 7,00 7,20
Hamatokrit % 21,50 20,70 20,50 21,10 20,80 20,10 21,00 20,60 20,90
MCV fL 82,00 80090 8160 81,60 80,70 81,00 81,10 82,00 81,40
MCH pg 28,20 28,10 28,30 27,90 28,30 27,80 27,40 27,90 28,00
MCHC g/dL 34,40 3480 3460 34,10 3510 3430 33,80 34,00 34,40
RDW % 14,70 1590 1580 1550 16,60 1580 15,00 16,50 15,40
Thrombozyten *10%ul 13,00 13,00 13,00 1500 17,00 1500 21,00 14,00 16,00
Lymhozyten % 16,20 15,10 12,90 13,30 12,00 17,30 17,10 17,20 15,20
MID % 14,70 14,40 1340 12,70 11,40 10,10 12,40 11,90 13,10
Granulozyten % 69,10 70,50 73,70 74,00 76,60 72,60 70,50 70,90 71,70
Lymphozyten *10%ul 1,40 1,70 1,60 1,80 1,80 2,40 2,90 2,70 2,80
MID *10%ul 1,30 1,60 1,60 1,80 1,70 1,40 2,10 1,90 2,40

Granulozyten *103/ul 5,90 8,00 9,10 10,20 11,30 10,20 12,10 11,10 13,10
Total Counts:

CD45+ (1) ¥ 42809 26592 21755 29074 22927 21177 27705 20385 19679
CD45+ (2) ¥ 20092 21923 23612 23164 30872 24018 20725 21921 20111
CD45+ (3) X 25094 15454 20001 28890 25316 26511 20687 21022 21093
CD34+ (1) ¥ 243 120 120 116 91 73 121 72 96
CD34+(2) ¥ 93 86 108 113 129 60 94 115 99
CD34+ (3) X 110 74 97 142 110 111 96 79 117

CD34+ Anteil %

an CD45+ (1) 0,57 0,45 0,55 0,40 0,40 0,34 0,44 0,35 0,49

CD34+ Anteil %

an CD45+ (1) 0,46 0,39 0,46 0,49 0,42 0,25 0,45 0,52 0,49

CD34+ Anteil %

an CD45+ (1) 0,44 0,48 0,48 0,49 0,43 0,42 0,46 0,38 0,55

CD34 abs(1) > 49 51 68 55 59 48 75 55 89

CD34 abs(2) > 40 44 56 67 62 35 78 82 90

CD34 abs(3) z 38 54 60 68 64 59 80 59 102

Mittelwert 42,11 49,81 61,25 6340 61,63 47,28 77,65 6519 93,62

Leukozytenkonzentration

Minimum: 8,6 * 10° /ul (nach 0 h) Maximum: 18,3 * 10°/ul (nach 12 h)

A Max/Min abs: 9,7 * 10° /ul A Max/Min rel.: 113 %

AVor/Nach abs: 9,7 * 10° /ul A Vor/Nach rel: 113 %

CD34+ Zellkonzentration

Minimum: 42 /pl (nach 6 h) Maximum: 94 / pl (nach 8 h)

A Max/Min abs: 52 /ul A Max/Min rel.: 123 %

A Vor/Nach abs: 52 /ul A Vor/Nach rel: 123 %
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Geburtsdatum: 12.10.1996
Untersuchungstag: 05.02.2001

Alter bei Untersuchung: 4,25 Jahre

Beginn der Untersuchung: 15:30 Uhr

Ende der Untersuchung: 03:30 Uhr
Stimulationstage vor Monitoring: Tage

Vorherige Leukapheresen: 0

Modus der Gabe: sub cutan

Ergebnisse Blutbild

Leukozyten *10%ul 6,0 6,2 84 9,52
Erythrozyten *10%pl 3,04 3,18 3,00 2,89
Hb g/dL 8,35 895 851 8,06
Hamatokrit % 24,40 25,70 24,30 23,30
MCV fL 80,30 80,80 80,90 80,80
MCH pg 27,50 28,10 28,40 27,90
MCHC g/dL 34,40 34,80 3510 34,50
RDW % 19,50 20,00 20,60 19,70
Thrombozyten *10%ul 25,30 17,30 1540 21,10
Lymhozyten %

MID % 51,70 58,80 57,40 58,40
Granulozyten % 1,52 1,08 1,90 20,10
Lymphozyten *10%/pl

MID *10%ul 3,11 3,66 4,85 5,56
Granulozyten *10%ul 25,30 17,30 1540 21,10
Total Countsl 21126 20549 22055 26526
Total Counts2 21024 20158 21045 23599
Total Counts3 20825 20132 22273 21150
CD34+ (1) 542 602 660 721
CD34+ (2) 542 569 569 611
CD34+ (3) 503 562 554 578
Anteil an Leukozyten % 2,57 293 2,99 2,72
1)

Anteil an Leukozyten % 2,58 282 2,70 2,59
@

Anteil an Leukozyten % 2,42 2,79 2,49 2,73
3

CD34 abs(1) 154 182 251 259
CD34 abs(2) 155 175 227 246
CD34 abs(3) 145 173 209 260
Mittelwert 151,18 176,57
Leukozytenkonzentration

Minimum: 6,0 * 10° /pl (nach 0 h)

AMax/Min abs: 7,8 *10% /ul

AVor/Nach abs: 7,8 * 10° /pl

CD34+ Zellkonzentration

Minimum: 151 /pl (nach 0 h)

A Max/Min abs: 105 /ul

A Vor/Nach abs: 102 /ul
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Patient 13

Geschlecht: mannlich
Gewicht: 18,5 kg
Grole: 108 cm
KOF: 0,74 m’
Diagnose: Neuroblastom IV
Erstaufnahme: 20.08.1998
Behandlung nach: NB97
G-CSF/d: 100 pg
10,5 10,6 10,3 11,9 13,8
2,87 2,95 2,82 2,76 2,93
8,09 8,10 7,94 7,81 8,26
23,10 23,80 22,80 22,20 23,60
80,50 80,60 80,20 80,20 80,50
28,20 27,50 28,20 28,30 28,20
3500 34,10 34,80 3520 35,00
20,60 20,60 19,30 18,10 21,10
18,70 22,60 16,30 19,90 12,60
60,00 60,30 61,60 54,10 66,00
1,96 2,39 1,69 2,36 1,74
6,31 6,40 6,37 7,62 9,11
18,70 22,60 16,30 19,90 12,60
21897 20485 19754 20365 25689
24229 32772 20418 20274
29413 32723 20181 19985
501 478 482 476 648
531 822 482 458
633 790 521 497
2,29 2,33 2,44 2,34 2,52
2,19 2,51 2,36 2,26
2,15 2,41 2,58 2,49
240 247 251 278 348
230 266 243 269
226 256 266 296
229,14 255,14 232,11 256,37 253,46
Maximum: 13,8*10°/ul  (nach 12 h)
A Max/Min rel.: 130 %
A Vor/Nach rel: 130 %
Maximum: 256/ pl  (nach 10 h)
A Max/Min rel.: 70 %
A Vor/Nach rel: 68 %
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Patient 14

Geburtsdatum: 03.11.1997 Geschlecht: mannlich
Untersuchungstag: 18.03.2001 Gewicht: 16,9 kg
Alter bei Untersuchung: 3 4/12 Jahre GroRe: 101 cm
KOF: 0,69 m*
Beginn der Untersuchung: 14 Uhr Diagnose: Neuroblastom
Ende der Untersuchung: 2 Uhr Erstaufnahme: 04.12.2000
Behandlung nach: NB97
Stimulationstage vor Monitoring: 22 G-CSF/d: 100 pg
Vorherige Leukapheresen: 0
Modus der Gabe: sub cutan
Leukozyten *10°/ul 7,24 514 10,30 1190 11,90 11,10 11,50 10,80 9,26
Erythrozyten *10%ul 3,01 2,91 2,87 3,14 2,84 2,76 2,77 2,86 2,94
Hb g/dL 8,59 8,30 8,38 8,97 8,19 7,99 8,09 8,23 8,61
Hamatokrit % 2460 26,60 2350 2590 23,20 22,60 22,70 23,30 24,20
MCV fL 81,10 81,10 81,90 8240 81,90 82,00 81,80 81,50 8230
MCH pg 28,50 2850 29,20 28,60 28,90 29,00 29,20 28,80 29,30
MCHC g/dL 2490 3520 3570 34,70 3530 3530 3570 3530 35,60
RDW % 13,20 13,20 13,20 13,20 13,60 13,10 13,00 13,70 13,00
Thrombozyten *10%ul 55,80 63,20 61,10 68,30 66,10 59,70 58,00 64,70 62,10
Lymhozyten % 7,29 8,68 4,36 3,06 3,75 3,52 3,32 4,41 11,10
MID % 23,00 23,10 22,80 2460 20,50 20,90 2,76 18,80 12,70
Granulozyten % 65,80 67,00 71,20 70,60 7480 7480 93,80 73,80 74,90
Lymphozyten *10%/ul 0,53 0,45 0,45 0,37 0,45 0,39 0,38 0,47 1,02
MID *10%/ul 1,67 1,19 2,35 2,93 2,43 2,32 0,32 2,02 1,17
Granulozyten *10%ul 4,76 3,45 7,33 8,41 8,87 8,32 10,80 7,94 6,94
Total Counts:
CD45+ (1) X 19809 19881 19925 20312 19304 22542 10000 16826 24636
CD45+ (2) X% 19825 19842 19952 23048 32104 10000 17845 24476
CD45+ (3) X 19828 19877 19949 20287 21354 20246 20020 23711 22290
CD34+ (1) X 36 40 27 38 24 27 19 36 41
CD34+(2) X 44 31 20 34 48 11 36 50
CD34+ (3) X 42 26 14 29 33 31 39 53 43
CD34+ Anteil %
an CD45+ (1) 0,18 0,20 0,14 0,19 0,12 0,12 0,19 0,21 0,17
CD34+ Anteil %
an CD45+ (1) 0,22 0,16 0,10 0,15 0,15 0,11 0,20 0,20
CD34+ Anteil %
an CD45+ (1) 0,21 0,13 0,07 0,14 0,15 0,15 0,19 0,22 0,19
CD34 abs(1) > 13 10 14 22 15 13 22 23 15
CD34 abs(2) > 16 8 10 18 18 13 22 19
CD34 abs(3) > 15 7 7 17 18 17 22 24 18
Mittelwert 14,85 8,37 1050 18,94 16,99 15,15 18,97 23,01 17,40
Leukozytenkonzentration
Minimum: 5,24* 10° /ul (hach 2 h) Maximum: 11,9 * 10°/ul (hach 5hund 6 h)
A Max/Min abs: 6,66 * 10° ul A Max/Min rel.: % 127
AVor/Nach abs: 2,02 * 10° ul A Vor/Nach rel: % 28
CD34+ Zellkonzentration
Minimum: 8 /ul (nach 2 h) Maximum: 19/ pl (nach 8 h)
A Max/Min abs: 11 /ul A Max/Min rel.: 138 %
A Vor/Nach abs: 2 /ul A Vor/Nach rel: 13%
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