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1.0

Einfuhrung:

1.1

Hamatopoetische Stammzellen

Die Blutbildung bei einem erwachsenen Menschen findet im Mark der kleinen und
platten Knochen statt.

Die hamatopoetischen Stammzellen stellen die Vorlaufer fir samtliche verschie-
dene Zellreihen des Blutes dar, und unterliegen einem Regulationssystem aus

stimulierenden und hemmenden Wachstumsfaktoren.

Am Anfang stehen dabei " pluripotente Stammzellen ", welche die Fahigkeit zur
Transformation in Vorlauferzellen (" determinierte Stammzellen ") der Granulozy-
topoese, Erythrozytopoese, Megakaryozytopoese und des Monozyten-Makro-
phagen-Systems haben.

Wahrend sich die pluripotenten Stammzellen in alle Blutzelllinien entwickeln kén-
nen, sind die determinierten Stammzellen nur noch eingeschrankt, d.h. in Rich-
tung einer Blutzelllinie entwicklungsfahig.

Morphologisch gleichen die Stammzellen den Lymphozyten.

Die pluripotente Stammzelle ( PPSC ), welche sich unter Einflu3 von Cytokinen
in kolonieformende Zellen ( CFU ) umwandelt, stellt also den Beginn der Blutbil-
dung dar.

Unter dem Einfluss der Zytokine Interleukin 3 und GM-CSF entstehen aus den
CFU weiter differenzierte Zellen. In dem né&chsten Schritt, in dem aus CFU-M,
CFU-G, CFU-EO, CFU-Mast, BFUE und CFU-MEG die endgiltigen Vorstufen
der jeweiligen spezifischen Zelle entsteht, sind weitere Zytokine erforderlich.
Hier spielen unter anderem M-CSF, G-CSF, Interleukin 3-5 und Erythropoeitin
eine grof3e Rolle (Abb.1).
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Abb.1: Héamatopoese (aus " Klinische Hamatologie", Begemann/Rastetter, Thieme-Verlag 1993)
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1.2

Autologe Transplantation von mobilisierten peripheren hamatopoeti-

1.2.1

1.2.2

schen Stammzellen

Indikation

Die Transplantation von autologen mobilisierten peripheren hamatopoetischen
Stammzellen wird im Anschluf3 an myeloablative Hochdosistherapie angewandt.
Dies ist eine effektive Behandlung von Patienten mit highrisk oder rezidivierenden
Non-Hodgkin-Lymphomen ( NHL ) oder Morbus Hodgkin ( MH ) ( Cohen und Kri-
gel,1995).

Jedoch auch andere Patienten mit Erkrankungen wie z.B. ALL

(akute lymphatische Leukamie ), Plasmozytom, AML ( akute myeloische Leuk-
amie), CML ( chronisch myeloische Leukamie ), Mamma-Ca und anderen soliden

Tumoren werden in dieses Behandlungsschema einbezogen.

Vorteile gegentber Knochenmarktransplantation

Die Vorteile der autologen Transplantation peripherer mobilisierter Stammzellen
gegenuber der Transplantation von Knochenmark liegen zunachst in der leichte-
ren Gewinnung der Stammzellen. Wahrend fur eine Knochenmarkentnahme eine
stationare Aufnahme und eine Operation unter Vollnarkose notwendig ist, lassen

sich periphere Stammzellen sehr viel leichter auch ambulant gewinnen.

Es hat sich aul3erdem gezeigt, daf3 die hamatologische Rekonstitution, im An-
schluss an Hochdosischemotherapie, nach der Transplantation von peripheren
Stammzellen, gegeniber der nach Knochenmarktransplantation, beschleunigt
ist (Beyer et al., 1995, Peters et al., 1993, Richards et al., 1996), was zum Telil
auch durch eine groRere Anzahl an infundierten CFU-GM bewirkt wird (To et al.,
1992).
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1.2.3

Dies wiederum hat den Vorteil einer verminderten Infektionshéaufigkeit, einer ge-
ringeren Morbiditat nach der Transplantation, sowie einer kirzeren Hospitalisie-
rung (Peters et al.,1993).

Des Weiteren zeigte sich bei Patienten, die Stammzellen erhalten haben, eine
kirzere Dauer der Abhangigkeit von RBC- oder Thrombozytentransfusionen
nach Hochdosischemotherapie und autologer Stammzelltransplantation (Beyer
1995). Auch die Anzahl der benétigten Transfusionen ist mit Unterstiitzung von
peripheren Stammzellen niedriger (Sheridan et al, 1992).

All diese Faktoren bewirken nattrlich auch, dass die Kosten einer Transplantation

deutlich gesenkt werden.

Mobilisation der peripheren hdmatopoetischen Stammzellen

Um eine adaquate Anzahl an Stammzellen aus dem peripheren Blut zu gewin-
nen, sind verschiede Mobilisationsplane entwickelt worden, die die Mobilisierung
der Stammzellen im Blut fordern.

Schon friih zeigte sich, dass Chemotherapie zu einer Erhhung der CFU (Colony-
forming-Units) fuhrt (Stiff et al., 1983).

Zu den Mobilisationsplanen gehdren solche, die nur Chemotherapie ( Brice et
al., 1992, Kotasek et al.,1992, To et al., 1989) oder nur hAmatopoetische Cytokine
wie z.B. Granulozyten Colony-stimulating-factor ( G-CSF ) ( Nademanee et
al., 1994 ), Granulozyten-Makrophagen Colony-stimulating-factor ( GM-CSF )
(Bisphop et al., 1994, Gianni et al., 1989) oder sequentielles Interleukin-3 / GM-
CSF ( Haas et al.,1993 ) enthalten oder eine Kombination von Chemotherapie
plus G-CSF.

Es hat sich gezeigt, dass G-CSF sich sehr gut dazu eignet, die peripheren hdma-
topoetischen Stammzellen zu mobilisieren und anzureichern (Grigg et al., 1992,
Sheridan et al., 1992, Chao et al., 1993, Duhrsen et al.). Auch die Mobilisation mit
GM-CSF ergibt einen deutlichen Anstieg der peripheren Stammzellen im Blut
(Advani et al., 1992).
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Ein Vergleich von G-CSF zu GM-CSF als Mobilisationsschemata vor Apherese
zeigte allerdings einen héheren Ertrag an Leukozyten, sowie ein schnelleres En-
graftment der Neutrophilen und der Thrombozyten in der Gruppe , die G-CSF er-
hielt (Bolwell et al., 1994, Gale et al., 1992).

AuRRerdem kdnnen auch Kombinationen wie z.B. Chemotherapie plus GM-CSF
(Haas etal., 1992 ), Chemotherapie plus G-CSF ( Brugger et al., 1992, Pettengell
et al., 1993, Olivieri et al., 1994 ), Cyclophosphamid plus G-CSF ( Jones et
al., 1994 ) oder Cyclophosphamid plus Etoposid plus G-CSF (Demirer et al., 1992)
verwendet werden.

All diese Mobilisationsplane sind mit Erfolg bei NHL und MH-Patienten angewen-
det worden.

Obwohl schon Chemotherapie - Mobilisations-Schemata eine erhéhte Anzahl an
peripheren Blutstammzellen ( PBCSs ) produzieren kdnnen, ist es klar, dass eine
zusatzliche Verbesserung der Ausbeute beobachtet wird, wenn auf3erdem G-
CSF oder GM-CSF zu der Chemotherapie oder dem Cyclophosphamid zugefiigt
wird (Pettengell et al., 1993).

Dies gewahrt mehr PBSCs mit weniger Leukapheresen und ein beschleunigtes
hamatopoetisches Engraftment nach myeloablativer Therapie (Stadtmauer et
al.,1995).

Jedoch zeigte sich im direkten Vergleich von Chemotherapie plus G-CSF versus
G-CSF alleine (Bertolini et al., 1998), dass der Erfolg der hbheren Stammzellaus-
beute bei der Kombination von Chemotherapie plus G-CSF durch Nebenwirkun-
gen der Chemotherapie, mehr Hospitalisierung und héhere Kosten, gemindert
wird.

Bei Verwendung einer einzelnen Leukapherese nach Chemotherapie plus G-
CSF-Mobilisation hatten verschiedene Gruppen ausreichende PBSCs flr autolo-
ge Transplantation erreicht und ein rasches hdmatopoetisches Engraftment nach
myeloablativer Therapie - sowohl bei behandelten ( Jones et al.,1994; Negrin et
al., 1995) als auch bei unbehandelten ( Pettengell et al.,1993 ) Lymphompatien-
ten. Jedoch sind unzulangliche PBSC-Sammlungen bei einigen mehrfach vorbe-
handelten Lymphompatienten nach Chemotherapie plus G-CSF-Mobilisation
beobachtet worden, welche verschiedene Chemotherapiezyklen und / oder

Strahlentherapie erhalten haben ( Haas et al.,1994; Dreger et al.,1995 ).
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Auch sind bei diesen Lymphompatienten mit Chemotherapie ( bei einer Vielzahl
von Dosen von 4 bis 7 gy / m2 ) und hamatopoetischer Cytokinmobilisation ver-
schiedene Probleme aufgetreten, wie neutropenisches Fieber, Sepsis, hamor-
rhagische Zystitis und / oder nichthAmatopoetische Toxizitat, welche eine
Krankenhauseinweisung wahrend der Mobilisierungsperiode erforderlich mach-
ten ( Kotasek et al.,1992; Dreger et al., 1995 ).

Aul3erdem deuten in vivo - Studien mit Mausen an, dal3 die Verabreichung von
G-CSF nach wiederholten Dosen von Cyclophosphamid die hAmatopoetischen
Stammzellen verbrauchen kann ( Neben et al.,1993).

Alternativ dazu hatte die Mobilisation mit 10 pg / kg / Tag G-CSF alleine bei 39
Lymphompatienten, davon einige, die mit Strahlentherapie vorbehandelt worden
sind, einen ausreichenden Ertrag an PBSCs flr eine autologe Transplantation er-
reicht und ein rasches hamatologisches Engraftment nach myeloablativer Thera-
pie ( Nademanee et al.,1994 ).

Es hat sich gezeigt, dass bei Patienten mit malignen Erkrankungen durch eine al-
leinige Gabe von G-CSF zur Mobilisation von hamatopoetischen Stammzellen
eine fur die hamatopoetische Rekonstitution ausreichende Anzahl von Blut-
stammzellen ohne nennenswerte Nebenwirkungen gesammelt werden kann.
Hierbei wurde deutlich, dass die Dosis von G-CSF einen wichtigen Faktor dar-
stellt.

So wurde ein signifikant héherer Ertrag von CD34+ Zellen, CFU-GM und MNC bei
einer Gruppe erzielt, die eine Mobilisation mit 24 ug/kgkg/Tag G-CSF erhalten
hatten im Vergleich zu einer weiteren Gruppe, in der die Patienten lediglich 10 pg/
kgKG/Tag G-CSF bekamen (Zeller et al.,1995).

Es wurde gezeigt, dass es moglich ist, alleine durch G-CSF bei Patienten mit ma-
lignen Erkrankungen eine flur hdmatopoetischen Rekonstitution ausreichende
Anzahl von Blutstammzellen , ohne die durch Chemotherapie verursachten Ne-
benwirkungen, zu sammeln (Alegre et al., 1997, Krdger et al., 1999).

Fur die CD 34 positiven Zellen stellte sich eine Anzahl von mindestens 3x106/kg
als notwendig heraus fir ein sicheres neutrophiles und thrombozytisches Engraft-

ment (Faucher et al., Kroger et al., 1999).

10
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1.2.4

In dieser Studie mit 50 Lymphompatienten, die mit verschiedenen Chemothera-
piezyklen vorbehandelt worden sind, benutzten wir 2 unterschiedliche Mobilisati-
onsplane, um gentgend PBSCs fiur eine Rekonstitution nach myeloablativer
Therapie zu erbringen.

Alle Patienten erhielten ausschlief3lich G-CSF s.c., wobei 23 Patienten eine Dosis
von 24 ug / kg / Tag und 27 Patienten 10 pg / kg / Tag erhielten. Hierdurch konn-
ten wir die Probleme, die bei einer Mobilisation mit Cyclophosphamid plus hama-

topoetischen Cytokinen auftreten kbnnen, weitgehend vermeiden.

Ausflihrung

Patienten, die einer autologen Transplantation peripherer Stammzellen zugefthrt
werden sollen, missen vor der Leukapherese mit Wachstumsfaktoren mobilisiert

werden, um eine Anreicherung der benétigten Stammzellen zu erreichen.

Wir entschieden uns fur eine Mobilisation mit G-CSF alleine. Nachdem dies fur 5
bis 7 Tage durchgefuhrt wird, kann mit der Leukapherese begonnen werden.
Bei jeder dieser Leukapheresen werden ca. 10 | Blut in einem Blutseparator ver-
arbeitet, bis gentigend Zellen gesammelt worden sind.

Im Anschlul3 daran wird das Leukaphereseprodukt bei einer Konzentration von
0.5 - 2 x108/ ml in flissigem Stickstoff bis zum Tag der Transplantation kryokon-
serviert.

Im gunstigsten Fall befinden sich die Patienten zu diesem Zeitpunkt in einer Re-
mission, da der Anteil maligner Zellen dann am geringsten ist.

Die Patienten kdnnen dann einer myeloablativen Konditionierungstherapie zuge-
fuhrt werden, in deren Anschlul3 sie ihre zuvor gesammelten Stammzellen trans-

plantiert bekommen.

11
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1.3 Zytostatika

1.3.1 Als Bestandteil der Konditionierungstherapie

Vor einer Stammzelltransplantation wird dem Patienten eine Konditionierungs-
therapie verabreicht. Diese dient vor der autologen Stammzelltransplantation vor
allem der Elimination neoplastischer Zellen bei Patienten mit malignen Lympho-
men.

Zusatzlich bewirkt die Konditionierung eine Entfernung der Endothelbarriere, wo-
durch den transplantierten Zellen das Eintreten erleichtert wird (Tavassoli et al.,
1992)

Hauptbestandteil dieser Konditionierung ist in den meisten Féallen die alkylierende
Substanz Cyclophosphamid.

Haufig wird aul3erdem eine fraktionierte Ganzkorperbestrahlung ( TBI = Total
body irradiation ) durchgefiihrt. Weitere Substanzen, die vor autologer Stamm-
zelltransplantation in der Konditionierungstherapie eingesetzt werden, sind u.a.:
Busulfan, Etoposid, Dexamethason, Melphalan, Zytosinarabinosid, Thiotepa.
Die Konditionierungstherapie beginnt ggf. mit 3 aufeinanderfolgenden Tagen
Ganzkorperbestrahlung. Im Anschlul3 daran werden an weiteren 4 Tagen die an-
deren Substanzen verabreicht. Vor der Reinfusion der peripheren Stammzellen
wird dann ein Tag Pause eingelegt. Die Konditionierungstherapie ist eine sehr
stark in den Organismus eingreifende Mal3hahme, die die einzelnen Organe er-

heblich schadigen kann. Hier sind vor allem Leber und Lunge betroffen.

Da die hochdosierte Cyclophosphamidgabe bekannterweise zu einer hAmorrha-
gischen Zystitis fihren kann, erhalten die Patienten prophylaktisch Uromitexan,
und es wird versucht, eine forcierte Diurese herbeizufliihren. Um eventuellen epi-
leptiformen Anfallen durch hochdosierte Busulfan-Medikation vorzubeugen, wird

die Gabe von Phenytoin empfohlen.

12



KMTZ Hamburg - THEDA HINZ - Universitatsklinikum Eppendorf

1.3.2 Als Bestandteil verschiedener Chemotherapiezyklen

Alle Patienten, die einer autologen Stammzelltransplantation zugefuhrt worden
sind, hatten zuvor meistens mehrere Zyklen Chemotherapie erhalten. In jedem
einzelnen Zyklus Chemotherapie sind verschiedene Zytostatika mit unterschied-
licher Wirkung enthalten.

Die am haufigsten verwendeten Chemotherapieschemata und ihre Inhaltsstoffe

sind in Tab. 1 aufgeflhrt.

ASHAP: Doxorubicin, Cisplatin, Cytarabin, Methylprednisolon
CHOP: Doxorubicin, Cyclophosphamid, Vincristin, Prednisolon
CHOEP: CHOP plus Etoposid
Dexa-BEAM: Dexamethason, Carmustin (BCNU), Etoposid, Cytarabin, Mel-
phalan
Tabelle 1:

13
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Dosierungen der Therapieprotokolle:

CHOP:

Cyclophosphamid 750 mg/ma2/d (AYA Tag 1

Doxorubicin 50 mg/m3/d (AYA Tag 1

Vincristin 1.4 mg/m?/d (AYA Tag 1
(max. 2 mg absolut)

Prednison 100 mg absolut p.o. Tag 1-5

CHOEP:

Wie CHOP plus:

Etoposid 250mg/m3/d AYA Tag 1-3

Dexa-BEAM:

Dexamethason 3x8 mg/d p.o. Tag 1-10

BCNU 60 mg/d (A2 Tag 2

Etoposid 250 mg/ma/d AYA Tag 4-7

Cytosin-Arabinosid 100 mg/m2/2xdi.v. Tag 4-7,

alle 12h tber 30 min

Melphalan 20 mg/m3/d V. Tag 3

ASHAP:

Adriamycin 10 mg/m? Tag 1-4

Solumedrol 500 mg AYA Tag 1-5

Cytarabin 2 g/m? V. Tag 5

Cisplatin 25mg/mz V. Tag 1-4

14



KMTZ Hamburg - THEDA HINZ - Universitatsklinikum Eppendorf

Die Zytostatika werden nach ihrem Wirkmechanismus in verschiedene Gruppen
eingeteilt.

Die Alkylantien bilden dabei als bifunktionelle Substanzen Quervernetzungen von
DNS-Strangen und hemmen dadurch Replikation und Transkription, wahrend An-
timetabolite durch ihre Ahnlichkeit zu physiologischen Stoffwechselprodukten in
den Stoffwechsel eingeftihrt werden, und dort zu nutzlosen oder sogar schadli-
chen Zwischenprodukten fihren.

Schwermetallkomplexe, wie zum Beispiel Cisplatin wiederum wirken &hnlich der

Alkylantien durch Quervernetzung der DNS-Einzelstrange.

Des Weiteren gibt es die antibiotischen und pflanzlichen Zytostatika, die in den
Zellzyklus eingreifen, und so den Tod von unkontrolliert proliferierenden Tumor-
zellen bewirken.

Einige Zytostatika wirken dabei phasenspezifisch und hemmen nur Zellen, die
sich in der Zellteilung befinden.

Hierdurch werden vor allem Zellen geschadigt, die eine hohe Proliferationsrate

haben.

15



KMTZ Hamburg

- THEDA HINZ -

Universitatsklinikum Eppendorf

Aufgrund ihrer verschiedenen Wirkungsweisen unterscheiden sich die Substan-

zen auch hinsichtlich ihrer Nebenwirkungen. Einige Beispiele sind in Tab. 2 dar-

gestellt.

1. Alkylierende Substanzen

Nebenwirkungen

Cyclophosphamid Leukozytopenie, = Trombozytopenie, Ubelkeit,
Erbrechen, Durchfall

Melphalan Leukozytopenie, Ubelkeit, Erbrechen

Busulfan Geringe Depression des Knochenmarkes, vorwie-

gend der Granulozytopoese, selten Amenorrhoe,
Hyperpigmentation, “Pseudo-Addison®.

2. Antimetaboliten

Methotrexat

Leukozytopenie, Thrombozytopenie, Alopezie, Sto-
matitis, gastrointestinale Ulzera

Cytosinarabinosid (Ara-C)

Leukozytopenie, Thrombozytopenie

3. Pflanzliche Zytostatika

Nebenwirkungen

Etoposid Granulozytopenie, Erbrechen, Thrombozytopenie,
Haarausfall, evtl. Leber- und Herztoxizitat
Vincristin Leukozytopenie, Thrombozytopenie, Obstipation,

Neuropathi

4. Zytostatische Antibiotika

Doxorubicin

Leukozytopenie, Thrombozytopenie, Ubelkeit,
Erbrechen, Haarausfall, Leber- und Herzmuskel-
schaden

5. Schwermetallkomplexe

Cisplatin Leukozytopenie, = Thrombozytopenie, = Anamie,
Lebertoxizitdt, Immunosuppression, schwerwie-
gende Nephrotoxizitat

Tabelle 2:

Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, greifen also die meisten Zytostatika in die

Blutbildung ein, so dass es wichtig ist zu erkennen, welche der Substanzen evtl.

mehr oder weniger schadigend auf die Stammzellen des Blutes wirken.

16
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1.4

Lymphome

1.4.1 Einteilung und Klassifikation

Bei den Lymphomen unterscheidet man zunéchst die Hodgkin- von den Non-
Hodgkin-Lymphomen. Schwierig gestaltete sich in den letzten Jahrzehnten vor
allem die Einteilung der Non-Hodgkin-Lymphome.

So gab es eine Reihe von Einteilungen, die untereinander nicht kompatibel wa-
ren, und so zu einer mangelhaften Vergleichbarkeit klinischer und wissenschaft-

licher Ergebnisse fuhrten (Stein et al., 1999).

In den USA wurde lange die Working Formulation (The Non-Hodgkin's Lympho-
ma classification Project 1982) und in Europa die Kiel-Klassifikation (Gerard-Mar-
chant 1974, Stansfeld 1988)  verwendet.

1994 wurde von der Internationalen Lymphomstudiengruppe (ILGS) die R.E.A.L.-
Klasssifikation erarbeitet (Harris 1994), welche weltweit einheitlich anerkannt
wurde. 1997 wurde dann die heute gultige Uberarbeitete R.E.A.L.-Klassifikation
der WHO von internationalen Fachleuten (WHO Clinical Advisory Committee

Meeting 1997) akzeptiert, wodurch die WHO-Konsensus-Klassifikation entstand.

17
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1.4.2 Morbus Hodgkin

Synonyme: Lymphogranulomatose, Morbus Sternberg-Paltauf, malignes Granu-
lom, Hodgkin Lymphom.

Der Morbus Hodgkin befallt Gberwiegend das lymphatische Gewebe und ist zyto-
logisch eindeutig durch den Nachweis von Hodgkin - Zellen ( einkernige Granu-
lomzellen ) oder mehrkernigen Sternberg-Reed-Zellen zu erkennen. Des
Weiteren findet sich histologisch ein typisches Granulationsgewebe.

Die meistens mit Fieberschilben einhergehende Erkrankung hat eine Inzidenz
von ca. 1 : 600 000.

Auch die Hodgkin-Lymphome wurden nach der WHO-Klassifikation neu einge-

teilt. Eine offizielle Ubersetzung liegt dabei zur Zeit noch nicht vor. Die Hodgkin-

Lymphome werden hierbei in 2 Hauptgruppen unterteilt:

WHO Classifikation Preliminary version (February 1999)

Lymphocyte Predominance Classical Hodgkin Lymphoma

Hodgkin Lymphoma - Classical Lymphocyte-rich,

nodular or diffuse
- Nodular Sclerosis
- Mixed cellularity

- Lymphocyte Depletion
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Zu Beginn der Krankheit treten in der Regel Lymphknotenschwellungen im Hals-
bereich und Mediastinum auf, sowie unspezifische Allgemeinsymptome und Lei-

stungsabfall. Die Symptome und deren Verteilung sind in Abb. 2 dargestellt.
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Abb.2: Symptome und ihre Haufigkeit bei Morbus Hodgkin (aus " Klinische Hamatologie",

Begeann/ Rastetter, Thieme-Verlag, 1993)
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Man teilt den Morbus Hodgkin nach der Ann-Arbor-Klassifikation in 4 Stadien ein

(Tab. 3).

Stadium

Befund

Befall einer einzigen Lymphknotenregion ( | ) oder eines einzigen
extralymphatischen Organs ( Ig).

Befall von 2 oder mehr Lymphknotenregionen auf der gleichen
Seite des Zwerchfells ( Il ) oder lokalisierter Befall extralymphati-
scher Organe oder Gewebe und von 1 oder mehr Lymphknotenre-
gionen auf der gleichen Seite des Zwerchfells (llg)

Befall von Lymphknotenregionen auf beiden Seiten des Zwerchfells
( 1), welcher ebenfalls von lokalisiertem extralymphatischen
Organ- und Gewebebefall ( Illg ) oder Milzbefall ( Ilg ) oder beidem

(g ) begleitet sein kann

Diffuser oder disseminierter Befall von 1 oder mehreren extralym-
phatischen Organen oder Geweben mit oder ohne vergrof3erten
Lymphknoten

Tabelle 3:

Zusatz:

A : Ohne Allgemeinsymptome
B : Mit Fieber (> 38°C ) und / oder Nachtschweil3
und / oder Gewichtsverlust (> 10 % in den

letzten 6 Monaten ) ohne sonstige Erklarung

Die Prognose des Morbus Hodgkin ist von dem Stadium und dem Subtyp abhan-

gig, wobei es zur Zeit ca. 70 % langfristige Remissionen gibt.
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1.4.3 Non-Hodgkin Lymphome

Zu den Non-Hodgkin-Lymphomen ( NHL ) gehoren diejenigen malignen Lympho-
me, die nicht dem Morbus Hodgkin zugeteilt werden kdnnen.

Die NHL treten bis zu 3 mal haufiger als der Morbus Hodgkin auf.

Zu den Hauptsymptomen gehdren Lymphknotenschwellung und evtl. Splenome-
galie. Die Stadieneinteilung entspricht der des Morbus Hodgkin, wobei hier be-
sonders zwischen primar nodalem und primar extranodalem Befall unterschieden
wird.

Nach den morphologischen und immunologischen Kriterien werden die NHL wie
bereits beschrieben nach der neuen WHO-Klassifikation eingeteilt (Tabellen 4
und 5)

Dabei werden die Lymphome nach der Zellreihe aus, der sie stammen, in B-Zell
und T-Zell-Lymphome unterteilt.

Auch hierfir liegt noch keine offizielle Ubersetzung vor.
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New WHO Lymphoma Classification, Preliminary Version (12/98):

B-Cell Neoplasm

Precursor B-Cell Diseases

Precursor B-lymphoblastic leukemia / lymphoma

Peripheral B-Cell Diseases

B-Cell chronic lymphocytic / small lymphocytic lymphoma

B-Cell-Variant: with monoclonal gammopathy / plasmacytoid differentation

B-Cell prolymphocytic leukemia

Lymphoplasmacytic lymphoma

Mantle cell lymphoma Variant: blastic

Follicular lymphoma variants: Grade 1,2
Follicular lymphoma variant Grade 3
Cutaneous follicle center lymphoma

Marginal zone B-Cell lymphoma of MALT type

Modal marginal zone B-Cell lymphoma

Splenic marginal zone B-Cell lymphoma

Hairy cell leukemia

Plasma cell myeloma/Plamacytoma

Diffuse large B-Cell lymphoma

Variants: centroblastic, immunoblaxtic, T-Cell-or histiocyte-rich, anaplastic large cell

Subtype: mediastinal(Thymic) large B-Cell lymphoma

Subtype: Intravascular B-Cell lymphoma

Subtype: Primary effusion lymphoma

Burkitt Imyphoma
Atypical (pleomorphic) Burkitt lymphoma

Tabelle 4:
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T-Cell Neoplasms

Precursor T-Cell Diseases

Precursor T-Cell lymphoblastic leukemia/lymphoma

Peripheral T-Cell diseases

T-Cell prolymphocytic leukemia

T-Cell large granular lymphocytic leukemia Y

Aggressive NK cell leukemia

Mycosis fungoides/Sezary syndrome

Peripheral T-Cell lymphoma, unspecified

Subcutaneous pannicullitis-like T-Cell lymphoma

Hepatosplenic gamma-delta T-Cell lymphoma

Angioimmunoblastic T-Cell lymphoma

Extranodal NK/T-Cell lymphoma, nasal and nasal typ

Enteropathy-type intestinal T-Cell lymphoma

Adult T-Cell leukemia/Lymphoma (HTLV1+)

Anaplastic large cell ymphoma

primary systemic

primary cutaneous CD 30 positive T-Cell lymphoproliferative disorders

Tabelle 5:
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N

Ziel der Studie

Das Ziel der Studie war es, Faktoren zu finden, die das hdmatologische Engraft-
ment, insbesondere das der Thrombozyten, nach autologer Stammzelltransplan-
tation beeinflussen.

Um dies zu gewahrleisten, untersuchten wir bei 50 Lymphompatienten eine gro-
Re Anzahl von Parametern.

So wurden bei den Patienten zunachst der Typ, Grad und Stadium der Lympho-
me notiert, sowie Alter und Geschlecht.

Des Weiteren wurde bertcksichtigt, ob die Patienten sich zum Zeitpunkt der
Transplantation in kompletter Remission, partieller Remission oder in einem Re-
zidiv befanden. Sehr wichtig erschien uns die Vorbehandlung der Patienten, so
dass wir die Therapieschemata mit ihren Inhaltsstoffen notierten, die den Patien-
ten vor der Stammzellseparation verabreicht worden waren, und wieviele Zyklen

die Patienten erhalten hatten.

Die am haufigsten benutzten Therapieplane waren dabei Dexa-BEAM, ASHAP,
CHOP (CHOEP) und ABVD, wobei die Anzahl der Zyklen insgesamt zwischen 3
und 24 lag.

Auch die Zeitspanne seit der letzten Chemotherapie wurde beachtet. Des Weite-
ren wurde berlcksichtigt, ob die Patienten sich einer Strahlentherapie unterzogen
hatten oder nicht. Vor der Separation der Stammzellen wurde eine Mobilisation
mit ausschliel3lich G-CSF durchgeftihrt, wobei 23 Patienten

24 pug/kgKG/Tag und 27 Patienten 10 pg/kgKG/Tag erhielten.

Fur unsere Untersuchung war es nun wichtig zu sehen, wieviele Stammzellen tat-
sachlich gewonnen, bzw. auch transplantiert worden waren. Vor der Stammzell-
transplantation erhielten die Patienten eine Hochdosischemotherapie, die bei 20
der 50 Lymphompatienten eine Ganzkdérperbestrahlung (TBI) enthielt.

Auch dieser Faktor wurde in die Studie mit einbezogen.

Das Hauptaugenmerk unserer Arbeit galt nun dem hamatologischen Engraftment

nach der Transplantation der zuvor gesammelten peripheren Stammzellen.
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Hierzu wurde das Engraftment der Thrombozyten und das der Neutrophilen un-

tersucht. Auch die Anzahl der verabreichten Thrombozyten-, bzw. Erythrozyten-

konzentrate war hierbei wichtig.

Zusatzlich interessierte uns die Anzahl der Tage, an denen nach der Transplan-

tation neutropenisches Fieber auftrat, und nach wieviel Tagen die Patienten die

Klinik verlassen konnten.

Um zu sehen, ob die Therapie auch langerfristig zu einer befriedigenden hama-

tologischen Rekonstitution gefuihrt hat, wurde das Langzeitengraftment unter-
sucht, wobei die Thrombozyten einen Wert von >140/nl, die Leukozyten > 4/nl

aufweisen sollten.

Leider standen diese Faktoren nicht bei allen Patienten zur Verfligung, da sich ei-
nige von ihnen nicht zu Nachsorgeuntersuchungen eingefunden hatten. Im Laufe
unserer Untersuchungen konnten wir feststellen, dass das hamatologische En-

graftment unter anderem vom Stammzellgehalt des Transplantates abhangt. Der
Ertrag der Stammzellen wiederum schien von den im Vorfeld verabreichten Che-
motherapiezyklen, bzw. ihrer Inhaltsstoffe abzuh&ngen. Es war nun also wichtig

herauszufinden, welche Substanzen sich besonders negativ auf die Stammzel-

lertrage auswirken.

Hierdurch soll erreicht werden, dass in Zukunft Patienten, die eventuell einer au-
tologen Stammzelltransplantation zugefuhrt werden sollen, im Vorfeld maglichst

mit Substanzen behandelt werden, die keinen oder nur einen geringen negativen
Effekt auf die Stammzellen haben.

Des Weiteren stellte sich uns die Frage, ob Patienten, die sich zum Zeitpunkt der
Transplantation in kompletter Remission befanden, ein besseres Engraftment

hatten als die Patienten, die sich in partieller Remission befanden.
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3.0 Patienten

3.1

Patientencharakteristik

3.2

In diese Studie Uber das hamatologische Engraftment nach autologer Stammzell-
transplantation wurden 50 Patienten mit MH ( Morbus Hodgkin ) oder NHL ( Non-
Hodgkin Lymphom ) einbezogen, die in unser Transplantationszentrum tberwie-
sen worden sind.

Das Durchschnittsalter der Patienten war 42 Jahre ( 15 - 58).

33 von ihnen waren mannlich und 17 weiblich. Vierzehn Patienten hatten MH und
36 NHL ( 13 high-grade und 23 low-grade ).

Die meisten Patienten ( 80 % ) hatten Stadium III oder IV.

Zum Zeitpunkt der Transplantation befanden sich 20 Patienten in kompletter Re-

mission, 26 in partieller Remission und 4 Patienten hatten ein Rezidiv.

Chemo - und Strahlentherapie im Vorfeld der Stammzellseparation

Die mittlere Anzahl vorangeganger Zyklen Chemotherapie war 7 ( 3 -24 ), wobei
die Patienten verschiedene Therapieplane erhalten hatten (1 -4).

Die am héaufigsten verabreichten Chemotherapiezyklen waren ASHAP, CHOP/
CHOEP und Dexa-Beam ( Tabelle 1).

45 Patienten hatten Cyclophosphamid erhalten, 44 Doxorubicin, 36 Cytarabin, 25
Etoposid, 22 Cisplatin, 15 Melphalan und 12 hatten Bleomycin als einen Teil des
ABVD-Zyklus erhalten.

22 Patienten hatten vor der Mobilisation Strahlentherapie unterschiedlichen Um-

fanges erhalten.
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3.3

Myeloablative Therapie vor der Transplantation

Alle Patienten hatten vor der Transplantation eine myeloablative Konditionie-
rungstherapie erhalten, welche bei 20 Patienten aus hyperfraktionierter Ganzkor-
perbestrahlung ( TBI ) plus hochdosierter Gabe von Cyclophosphamid und
Etoposid bestand. Dieses Schema hat bereits in anderen Studien Erfolge in der
Behandlung von Lymphompatienten erbracht (Horning et al., 1994).

Die anderen 30 Patienten ( 16 NHL und 14 MH ) erhielten hochdosiert Cyclophos-

phamid, Etoposid und Busulfan.

Die Standardschemata sahen wie folgt aus:

IBIl + Cylophosphamid + Etoposid:
Die Patienten erhielten von Tag -6 bis -4 jeweils morgens und abends eine Ganz-

korperbestrahlung von 2 Gy (entspricht einer Gesamtdosis von 12 Gy).

Am Tag -3 wurde dann Etoposid in einer Dosierung von 30 mg/kgKG oder 45 mg/
kgKG verabreicht. 12 Stunden vor der Cyclophosphamid-Gabe wurde 2x12 mg
Dexamethason gegeben und es fand eine Vorbewésserung von 1.5 I/m? Kérper-
oberflache Uber 12 Stunden statt. Diese bestand aus 490 ml NaCl 0.9%, 490 ml
Glucose 5% und 20 ml KCL 7.46% pro Liter. Die Cyclophosphamidgabe erfolgte
dann am Tag -2 durch Infusion mit 60 mg/kg tber eine Stunde. Auch hiervor wur-
de eine Vorbewasserung von 3l/m? durchgefihrt. AuRerdem wurden insgesamt 9
Kurzinfusionen von 12 mg Uromitexan/kg KG dber 15 Minuten (direkt vor und
nach der Cyclophosphamidgabe, gefolgt von 7 weiteren Gaben im Abstand von
3 Stunden). Weiterhin wurden 2x12 mg Dexamethason verabreicht.

Die Behandlung am Tag -1 entsprach exakt der des Tages -2.

Am Tag 0 wurde die Transplantation durchgefihrt.
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Busulfan + Cylophosphamid + Etoposid:
Die Patienten bekamen von Tag -8 bis Tag -5 pro Tag jeweils 4 mg/kgKG

Busulfan.

Am Tag -4 wurde dann 30 mg/kgKG oder 45 mg/kgKG Etoposid sowie 2x12 mg
Dexamethason verabreicht. Des Weiteren fand wie bereits beschrieben eine Vor-
bewésserung 12 Stunden vor Cyclophosphamidgabe statt. Diese erfolgte dann
am Tag -3 als einstiindige Infusion mit 60 mg Cyclophosphamid/kgKG zusammen
mit einer 24 stiindigen Bewasserung, deren Zusammensetzung der Vorbewasse-
rung entsprach. Die Uromitexan-Gabe war identisch mit der des vorangegangen
Schemas.

Der Tag -3 wurde am Tag -2 identisch wiederholt, wobei zuséatzlich Phenytoin
vom Tag der Aufnahme bis einschlie3lich Tag -2 zur Krampfprophylaxe gegeben
wurde.

Am Tag -1 fand eine Pause statt, die Transplantation wurde am Tag O durchge-

fuhrt.

3.4 Supportive MalRnahmen nach der Transplantation

Ein grol3es Problem nach der myeloablativen Therapie ist die bei den meisten Pa-
tienten auftretende Neutropenie. Da in dieser Zeit das Infektionsrisiko stark er-
hoht ist, sollte das Engraftment der Neutrophilen mdglichst beschleunigt werden.
Die Gabe von G-CSF und/oder GM-CSF nach Transplantation hat sich hier als
sehr hilfreich erwiesen (Spitzer et al., 1994, Bensinger et al., 1995, Weaver et al.,
1995), da diese Wachstumsfaktoren die Rekonstitution der Hamatopoese be-
schleunigen.

Wir verabreichten daher allen Patienten taglich den Wachstumsfaktor G-CSF
(3.3 bis 12 ug / kg KG ). Das Engraftment war festgesetzt als der erste von 3
aufeinanderfolgenden Tagen mit einer Neutrophilenzahl von > 0.5 x 109/ L.
Zudem wurden die Patienten in Einzelzimmern mit Schleusenvorrichtung unter-
gebracht, um einer Kontamination mit Keimen von auf3en vorzubeugen (Hassan
et al., 1997, Stockschlader et al., 1993).
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Des Weiteren erhielten fast alle Patienten Erythrozyten - sowie Thrombozyten-
konzentrate (bei einem Hb< 8 g/l, bzw.Thrombozyten <20/nl), um dieses eben-
falls durch die myeloablative Therapie entstandene Defizit auszugleichen.

Das Thrombozytenengraftment war definiert als der erste von 3 aufeinanderfol-
genden Tagen mit einer Thrombozytenanzahl von > 20 x 10° /L.

Prophylaktisch hatten zuvor alle Patienten Darmdekontamination durch Tarivid

oder Ciprobay erhalten.
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4.0 Material und Methode

4.1

Patienten und verwendete Parameter

In diese Statistik tiber das hamatologische Engraftment nach autologer Stamm-
zelltransplantation sind 50 Lymphompatienten einbezogen worden.

Von diesen Patienten wurden mehrere Parameter der Krankheitsgeschichte ver-
glichen. Dabei wurde vor allem die Art und der Umfang vorausgegangener Che-
mo-, und Strahlentherapie bewertet. Auch die Zeitspanne zwischen dem letzten
Zyklus Chemotherapie und der Transplantation wurde notiert.

Um das hdmatologische Engraftment zu beschreiben, wurde das Thrombozyte-
nengraftment als der erste von 3 Tagen mit einer Thrombozytenzahl von >20 x
109 L festgesetzt. Voraussetzung war, dass keine Thrombozyten substituiert
wurden. Das Engraftment der Neutrophilen wurde als der erste von 3 Tagen mit
einer Neutrophilenzahl von > 0.5 x 109/ L festgelegt.

AulRerdem wurde die Anzahl der gebrauchten Thrombozyten - und Erythrozyten-
konzentrate nach der Transplantation notiert, sowie der Tag des letzten bendtig-
ten Thrombozyten- oder Erythrozytenkonzentrates. Um auch einen langeren
zeitlichen Uberblick der hamatologischen Entwicklung zu bekommen, wurde
auch das Langzeitengraftment beschrieben. Dieses war festgelegt als der Zeit-
punkt, zu dem die Leukozyten einen Wert von > 4 x 10°/ L, die Thrombozyten ei-
nen Wert von > 140 x 10% L hatten und der Hb tber 12 o/dl war.

Da der Gehalt des Stammzelltransplantates das hamatologische Engraftment be-
einflusst, notierten wir separat die Menge verschiedener Stammzellen, die dem
Patienten transplantiert wurden. So kamen wir auf 4 Parameter: MNCs
(gesamt ), BFU-E, CFU-GM, CD34+ Zellen. Da der Stammzellertrag von der vor-
angegangenen Mobilisation abhangig ist, wurde auch die Mobilisationsdosis von
10 pg/ kg/ KG oder 24 pg/ kg/ KG aufgefiihrt, welche den Patienten vor der
Stammzellseparation verabreicht wurde. Des Weiteren wurde untersucht, ob die
Aktivitat der Erkrankung zum Zeitpunkt der Transplantation, dass heifl3t ob die Pa-
tienten in kompletter Remission, partieller Remission oder in einem Rezidiv wa-

ren, einen Einfluss auf das Engraftment hat.
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4.2

Sammlung der autologen peripheren Blutstammzellen (PBSC ) und

Kryokonservierung

Die Mobilisation der peripheren Stammzellen wurde durchgefihrt mit einer aus-
schlief3lichen subcutanen Gabe von G-CSF flr 5 bis 7 Tage. Dabei erhielten 23
Patienten 24 pg / kg / Tag und 27 Patienten 10 pg / kg / Tag.

Die Gewinnung der peripheren Stammzellen erfolgt durch Leukapherese. Hierbei
werden dem Patienten zwei Braunulen oder bei schlechten Venenverhaltnissen
ein zentraler Venenkatheter gelegt. Das Blut wird dann unter Zusatz von Heparin
oder Zitrat in den Zellseparator gepumpt, um dort durch Zentrifugation aufge-
trennt zu werden. Die Stammzellen werden im Anschluss daran in einem sterilen
Beutelsystem gesammelt. Alle Ubrigen nicht bendétigten Blutbestandteile werden
Uber den zweiten Zugang zuriickgegeben. Die Leukapherese begann am Tag 5
und es wurden bei jeder Leukapherese 10 L Blut mit einer Stromungsrate von 40
bis 70 ml / min verarbeitet. Im Mittel wurden - mit einem Fenwal CS 3000 Blutse-
parator - 3 Leukapheresen ( 1 bis 5) an aufeinanderfolgenden Tagen durchge-
fihrt, bis 3 x 108 / kg MNCs und mehr als 1 x 10° / kg CD34 positive Zellen
gesammelt worden sind.

Die gesammelten Zellen wurden dann ftr 10 Minuten bis zu einem Endvolumen
von 5 ml zentrifugiert und dann mit dem gleichen Volumen MEM (minimal essen-
tial medium), welches 29% DMSO (Dimethylsulfoxid) enthielt, gemischt. Ohne
DMSO wirde es zu einem starken Abfall der Zellen nach Kryokonservierung
kommen (Roodman et al., 1987). Das DMSO stellt hier einen gewissen Schutz
fur die Zellen dar. Diese 10 ml wurden dann in Gefrierbeuteln computerkontrolliert
auf -100°C eingefroren. Die gefrorenen Zellen sind dann in flissigem Stickstoff
bei -196°C bis zum Tage der Transplantation kryokonserviert worden (Hassan et
al.,1996).

Heute wird in einem speziell fur die Kryokonservierung gefertigten Beutel 10 mi
DMSO gefillt. Nach Zentrifugation werden 35 ml Plasma mit dem DMSO ge-
mischt, um durch Verdiinnung eine Zellschadigung zu verhindern. Erst dann wer-

den 65 ml Zellsuspension zugefihrt.
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4.3

Bewertung der hdmatopoetischen Stammzellen

Die Anzahl der hdmatopoetischen Stammzellen in jedem einzelnen Leukaphe-
reseprodukt wurde durch eine Methylcellulosekulturprobe bewertet (Hassan et
al., 1996).

1x10° / ml MNCs sind in Iscove's modifiziertem Dulbecco's Kulturmedium
( IMDM ) dreifach plattiert worden.

Dieses wurde erganzt mit 0.9 % Methylcellulose, 30 % fetalem Kalbsserum, 10 %
leukozytenkonditioniertem Medium und 3 U Erythropoetin, welches aus den Terry
Fox Laboratorien ( Vancouver ) angeschafft wurde. Es wurde dann inkubiert bei
37 °C und 5 % CO, im befeuchteten Inkubator.

Nach 14 Tagen wurden die Kolonien als CFU-GM oder BFU-E mit einem inverten

Mikroskop gemessen.
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4.4

Durchflusszytometrieprifung der CD34 positiven Zellen

Der Anteil und die absolute Anzahl der CD34 positiven Zellen in jedem einzelnen
Leukaphereseprodukt wurde durch die Flusszytometrieanalyse bewertet (Has-
san et al., 1996).

Diese hat sich vor allem in der Bewertung der CD34 positiven Zellen bewéhrt
(Siena et al., 1991).

1 x 10% MNC's sind im Dunkeln mit Flourescein Isothiocyanat ( FITC) - konjugier-
ten monoklonalen Antikérpern (anti CD45 ) und Phycoerythrin ( PE ) konjugierten
Antikorpern ( anti CD 34) von Coulter-Immunotech ( Hamburg ) far 30 min bei

4° C inkubiert worden.

Die Zellen sind mit einem EPICS Coulter-Immunothech FACScan analysiert wor-
den, welcher mit einer Software ausgestattet war. Mindestens 50000 Vorgénge
sind gesammelt worden und die Regionen mit Floureszenz sind fur jedes Flouro-
chrom identifiziert worden .

Gleichzeitig wurde eine korrespondierende negative Isotypenkontrolle durchge-

fuhrt.
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4.5

Statistische Analyse

Die gesamte statistische Analyse ist mit dem WinStat-Programm durchgefthrt
worden.

Um quantitative Parameter zu vergleichen, wurde der Mann-Whitney-U-Test be-
nutzt. Hierbei wurden jeweils 2 Gruppen verglichen, wie z.B. Patienten mit einer
Mobilisation von 10 pg oder 24 ug, Patienten, die Cytarabin erhalten hatten oder
nicht und andere Parameter.

Die signifikanten Levels wurden dabei mit P weniger als 0.05 festgesetzt.

Des Weiteren wurde die Korrelation zwischen den verschiedenen Werten der ha-
matologischen Rekonstitution und dem Progenitorzellertrag der Autotransplanta-

te mit dem Pearson-Korrelations-Koeffizient bestimmt.

Hierbei war die Umwandlung der CFU-GM und BFU-E Werte pro Kilogramm Kor-
pergewicht in Logarithmus noétig, um eine annahernd normale Verteilung dieser
Variablen zu erreichen.

Das hamatologische Engraftment wurde, wie bereits beschrieben, als der erste
von 3 aufeinanderfolgenden Tagen nach der Transplantation mit einer bestimm-
ten Zellzahl festgelegt.

Diese lag bei den Thrombozyten bei > 20 x 10° / L und fur die Neutrophilen bei
0.5 X10%/ L.
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5.0 Ergebnisse

5.1 Stammzellertrag des Autotransplantates und hiamatologisches En-
graftment nach der Transplantation

Um eine adaquate Anzahl an peripheren Blutstammzellen

(PBSCs) zu sammeln, waren bei den 50 Patienten meistens mehrere Leukaphe-
resen notwendig. Bei 21 Patienten sind 3 Leukapheresen durchgefthrt worden.
Das Ernten der PBSCs war bei 22 Patienten nach 2 Leukapheresen beendet,
wahrend 6 Patienten 4 oder 5 Leukapheresen bendtigten, um eine ausreichende
Anzahl an PBSCs zu sammeln.

Eine einzige Leukapherese genugte lediglich bei einem Patienten.

Die Stammzellertrage der 50 Autotransplantate mit der Anzahl der MNCs,
CD34 + Zellen, CFU-GM und BFU-E pro Kilogramm Korpergewicht sowie die da-
zugehorige Anzahl der bendtigten Leukapheresen werden in Tabelle 6 gezeigt.
Obwohl der Stammzellertrag ( CFU-GM, BFU-E und CD 34-Zellen ) nach der Mo-
bilisation mit 24 ug / kg / KG hoher war im Vergleich zu der Gruppe mit einer Mo-
bilisation von 10 pg / kg / KG, waren Neutrophil - und Thrombozytenengraftment
ebenso wie der Bedarf an Transfusionen nach der Transplantation in beiden

Gruppen ahnlich ( Tabelle 7).

Eine signifikante Korrelation wurde zwischen dem CFU-GM und in geringerem
Umfang dem BFU-E-Gehalt der Autotransplantate, und dem Thrombozytenen-
graftment, sowie der Anzahl der benétigten Thrombozytentransfusionen nach der
Transplantation gefunden (Tabelle 8.1, Abb.3-6).

Beziglich der CD 34-Zellen war keine Korrelation erkennbar.
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Patient SMeapiees MNC¢ ] CD34+/ A CFU-GM/5 BFU-E/ i Anzahl der
kgKG x 10° | kgKG x 10° | kgKG x 10° | kgKG x 10° | Leukaph.
1. oa NHL 6.18 0.26 0.32 0.41 3
2. 0a MH 4.80 2.17 1.38 2.44 3
3.1b NHL --- 3.21 --- --- 3
4. rb-s NHL 8.70 3.98 0.35 0.28 2
5. hb MH 10.50 1.27 0.62 1.29 3
6. mb NHL 4.98 1.48 0.57 1.10 3
7. mc MH 4.40 050 0.20 0.24 2
8. mc MH 10.60 1.40 --- --- 4
9.cc NHL 6.52 4.37 1.03 0.62 3
10. dc NHL 1.04 5.24 1.26 0.96 2
11. ed MH 6.44 1.35 0.12 0.06 2
12. we NHL 4.62 1.42 0.72 0.55 3
13.re NHL 4.10 5.01 --- --- 2
14. rf NHL 6.16 0.86 0.93 1.16 4
15. tf NHI 7.20 3.32 0.86 0.57 3
16. mf NHL 4.92 2.90 0.41 0.91 2
17. sf MH 5.22 2.14 0.17 0.17 3
18. hg NHL 12.60 16.74 15.91 3.92 2
19. mg NHL 7.06 1.34 2.29 4.32 2
20.rg NHL 4.14 5.61 0.08 0.28 3
21. cg NHL 6.54 6.81 0.62 0184 3
22. hg NHL 6.84 20.35 2.87 4.44 3
23. kh MH 7.60 1.76 491 3.46 2
24. jh NHL 5.88 --- 0.45 0.66 4
25.rh NHI 9.70 4.35 --- --- 5
26. jj NHL 6.39 2.62 2.07 2.42 3
27. wj NHL --- 5.23 --- --- 2
28. ej NHL 7.06 10.68 --- --- 2

Tabelle 6: Stammzellertrage der 50 Lymphompatienten

36



KMTZ Hamburg - THEDA HINZ - Universitatsklinikum Eppendorf
Patient SMeapiees MNC¢ ] CD34+/ A CFU-GM/5 BFU-E/ i Anzahl der
kgKG x 10° | kgKG x 10° | kgK G x 10° | kgKG x 10 L eukaph.
29.ck NHL 13.10 5.34 0.93 0.70 3
30.mk NHL 11.90 11.00 5.80 7.85 1
3l.ak NHL 7.04 14.26 1.65 0.99 2
32.jl NHL 10.90 10.61 1.28 1.70 2
33.al NHL 5.56 5.31 4.34 5.80 2
34.mm MH 6.15 6.99 0.15 0.28 3
35.po NHL 7.28 --- --- --- 2
36.tp MH 6.36 3.63 1.47 1.58 3
37.sr NHL 6.06 13.81 1.47 1.66 3
38.ir MH 4.35 1.52 1.01 1.51 3
39.sr MH 8.66 10.50 0.76 1.19 2
40.ks NHL --- 3.04 --- --- 2
41.bs MH 4.59 --- 4.31 4.29 3
42.ss NHL 10.20 14.66 9.10 10.43 2
43.ms MH 4.30 1.94 0.52 1.63 2
44.bs NHL --- 1.62 --- --- 3
45.es NHL 8.68 1.63 1.11 1.75 4
46.jt-e NHL 7.70 3.14 12.55 14.01 2
47.ct MH 10.30 5.24 3.60 2.58 2
48.ju NHL 3.09 4.76 1.04 1.36 3
49.fw NHL 7.32 10.50 1.41 0.81 2
50.rw NHL 22.00 7.20 6.27 9.46 4

Tabelle 6: Stammzellertrage der 50 Lymphompatienten
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Gesamt Dosis der G-CSF-
(n =50) Mobilisierung
24 g/kg/Tag | 10 pg/kg/Tag
(n=23) (n=27)
Patientenmerkmale
Alter Jahre 41.6 (15-58) 46 (15-58) 41 (16-57)
Geschlecht (m/f) 33/17 13/9 20/8
Diagnose (MH/NHL) 14/36 6/16 8/20
Stadium (I1/11I/1V) 10/19/21 4/11/7 6/8/14
Zeitspanne nach letztem Chemothe- 7 (3-24) 6 (3-15) 8 (3-24)
rapiezyklus (Monate)
Bisherige Strahlentherapie (ja/nein) 22/28 7115 15/13
Gemeinsame Chemotherapiezyklen
ASHAP 22 7 15
CHOP 16 9 7
Dexa-BEAM 15 5 10
CHOEP 13 6 7
Anzahl der Leukapheresen 3 3(2-5) 3(1-4)
Myeloablative Therapie (TBI/kein TBI) 20/30 11/11 9/19
Gehalt der Transplantate
MNCs (x108/kg) 6.4(3.1-22) 8.2 (4-22) 6.0 (3.1-11)
CD34+ Zellen (x108/kg) 5.4 (0.3-20-4) | 6.5 (1.3-16.7) | 4.5 (0.3-20.4)
CFU-GM (x10°/kg) 2.4 (0.1-16) 4.2 (0.2-16) | 1.3(0.1-5.8)
BFU-E (x10%/kg) 2.5(0.1-14) 3.8 (0.3-4) 1.7 (0.1-7.9)
G-CSF-Dosis nach Transplantation 6.6 (3.3-12) 5.2 (3.8-11) 10 (3.3-12)
(H9/kg/KG)
Hamatologisches Engraftment
Tage bis Leukozyten > 0.5 x10%/ 10 (6-15) 10 (6-12) 11 (8-15)
Tage bis Thrombozyten > 20 x10°/| 14 (10-120) 14 (10-35) | 14 (10-120)
Anzahl der Erythrozytentransfusionen 4 (0-22) 3 (0-15) 5 (0-22)
Anzahl der Thrombozytentransfus. 3 (1-29) 3(1-21) 4 (1-29)

Tabelle 7: Patientenmerkmale, Leukaphereprodukte und hamotologisches Engraftment
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Zellenanzahl im Tage bis zum Benotigte
Transplanat Thrombozytenengraftment Thrombozytentransfus.
r p r p
MNCs (x 108 /kg) 0.18 0.13 0.19 0.11
CFU-GM (x 10° /kg) 0.35 0.02 0.33 0.02
BFU-E (x 10° /kg) 0.27 0.06 0.25 0.06
CD34+ Zellen (x 10° /kg) 0.04 0.45 0.02 0.46

Tabelle 8.1: Korrelation zwischen der Zellzahl im Transplantat und dem Thrombozytenengraftment und
Transfusionen nach der Transplantation.

Zellzahl im Leukozyten Hb Thrombozyten
Transplanat >4x10%/1 >12g/dl > 140 x 102/
r p r p r p
CFU-GM (x 10° /kg 0.44 0.008 0.38 0.04 0.24 0.14
BFU-E (x 10° /kg) 0.39 0.02 0.26 0.12 0.11 0.31
MNCs (x 108 /kg) 0.34 0.03 0.23 0.13 0.04 0.42
CD34+ (x 10° /kg) 0.12 0.25 0.001 0.50 0.10 0.30

Tabelle 8.2: Korrelation zwischen der Zellzahl im Transplantat sowie des Langzeitengraftments
hach der Transplantation
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Zellzahl im

Tage bis zum

Tage neutropenischen

Transplantat neutrophilen Engraftm. Fiebers

r p r p
MNCs (x 108 /kg) 0.31 0.03 0.24 0.07
CFU-GM (x 10° /kg) 0.46 0.003 0.38 0.01
BFU-E (x 10° /kg) 0.41 0.007 0.31 0.03
CD34+ Zellen (x 10° /kg) 0.55 0.0001 0.03 0.44

Tabelle 8.3: Korrelation zwischen der Zellzahl im Transplantat und dem neutrophilen
Engraftment sowie der Tage neutropenischen Fiebers nach der Transplantation

Zellzahl im Mobilisation
Transplantat ( 10 bzw. 24 ug/kg/d)

r p
CFU-GM (x 10° /kg) 0.38 0.007
BFU-E (x 10° /kg) 0.34 0.01
MNCs (x 108 /kg) 0.49 0.0002
CD34+ (x 108 /kg)

Tabelle8.4:  Korrelation zwischen der Mobilisation ( 10 bzw. 24 pg/kg/d ) und der Zellzahl im Transplantat

42



KMTZ Hamburg - THEDA HINZ - Universitatsklinikum Eppendorf

Des Weiteren wurde bei 36 Patienten das Langzeitengraftment mit in die Studie
einbezogen. Dieses war definiert als der Zeitpunkt, zu dem die Leukozyten einen
Wert von > 4 x 10° / |, die Thrombozyten einen Wert von > 140 x 10° / | erreicht
hatten und der Hb bei > 12 g / dl lag.

Hier fand sich eine signifikante Korrelation zwischen dem CFU-GM-Gehalt im Au-
totransplantat und dem Leukozytenengraftment ( p = 0.008 ). Auch der BFU-E-
Gehalt korreliert mit diesem Parameter ( p = 0.02 ) ( Tabelle 8.2, Abb.9/10).

Die Korrelation zwischen dem CFU-GM-Gehalt und dem Engraftment der Throm-

bozyten war dagegen nicht signifikant (p = 0.14 ) ( Abb.11).

Weder das Alter und Geschlecht der Patienten, noch das Stadium oder Grad der
Lymphome hatten irgendeinen Effekt auf das Thrombozytenengraftment oder die
Anzahl der Transfusionen nach der Transplantation ( Tabelle 10 ).

Die Aktivitat der Erkrankung zum Zeitpunkt der Transplantation jedoch zeigte,
dass die Patienten, die sich in kompletter Remission befanden, eine hohere (teil-
weise signifikant) Stammzellausbeute sowie eine schnellere Thrombozytenerho-
lung hatten (Tab. 11, Abb. 10-13). Auch in Bezug auf das Langzeitengraftment
wies die Gruppe der Patienten in kompletter Remission eine kirzere Zeit bis zur
Erholung auf, jedoch nicht signifikant (Abb. 14-15).

Auch der Typ der benutzten myeloablativen Therapie vor der Transplantation hat-
te keinen Effekt auf das Thrombozytenengraftment oder die Anzahl der benétig-
ten Transfusionen.

Jedoch konnte man in Bezug auf die nach der Transplantation verabreichte G-
CSF-Dosis, wenn auch nicht hochsignifikant, einen Unterschied des Thrombozy-
tenengraftments und der Transfusionen sehen ( Tabelle 10).

Der Unterschied der Tage bis zum Thrombozytenengraftment zwischen MH und
NHL-Patienten ist durch die Tatsache verursacht, dass alle 6 Patienten mit ver-

spatetem Thrombozytenengraftment zu der Gruppe der NHL gehdorten.
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In dieser Studie hatten 6 mehrfach vorbehandelte Lymphompatienten (12 %) ein
verzogertes Thrombozytenengraftment tber 20 Tage nach PBSC-Transplantati-
on ( Tabelle 9). Alle 6 hatten in verschiedenen vorangegangenen ASHAP- und /
oder Dexa-BEAM-Zyklen Cytarabin und Cisplatin erhalten.

2/3 dieser 6 Patienten hatte im Vorfeld Strahlentherapie unterschiedlicher Aus-
dehnung erhalten.

Auffallig war, dass 5 Patienten einen BFU-E Ertrag von weniger als 1 x 10°/ kgim

Autotransplantat hatten und einer nur 1.2 x 10°/ kg.

Alter/  NHL Chem Strah- Myelo- MNC CFU- BFU- Throm Trans-
M/F* Grad o- lenthe- abla- s/kg GM E b. fusio-
Sta-  zyklen rapie tive  (x10®8 (x10° Engraf nen**
dium  vorher vorher Thera- ) ) (x10° tment
pie )
20/M low 3 ja kein 6.5 1.0 0.6 21 7
(1) TBI
42/F high 15 ja kein 6.2 0.9 1.2 21 6
(V) TBI
57/M high 6 nein TBI 7.2 0.9 0.6 23 7
(1)
30/M high 4 nein TBI 4.1 0.1 0.3 120 29
(IV)
48/F low 8 ja kein 5.9 0.5 0.7 120 4
(1) TBI
55/F high 7 ja kein 13.0 0.9 0.7 35 14
(1) TBI
Tabelle 9: * M/F: mannlich/weiblich

** Thrombozytenkonzentrate ( Anzahl )
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1. Neutrophiles | Thrombozyt. | Thrombozyt.
Engraftment | Engraftment Transfus.

Alter

<40 (23) 10,2 (6-15) | 19,9 (10-120) 5,1 (1-29)

> 40 (27) 10,2 (7-12) | 20,0 (10-120) 51 (1-21)

p-value 0.47 0.49 0.47

Anz_ahl bisheriger Zyklen Chemothe-

rapie

> 8 (23) 10 (6-15) 14 (10-120) 4 (1-21)

<8 (27) 10 (7-12) 15 (10-120) 3 (1-29)

p-value 0.33 0.44 0.50

Zeitspanne seit letzter Chemothera-

pie (Monate)

<6 (28) 10,2 (6-15) | 23,3 (10-120) 4,7 (1-29)

>6 (17) 10,2 (9-12) | 15,4 (10-120) 5,9 (3-21)

p-value 0.47 0.32 0.10

CFU-GM x 10°

<1(@7) 11 (9-15) 14 (11-120) 4 (1-29)

> 1 (25) 10 (6-12) 14 (10-24) 4 (1-11)

p-value 0.008 0.03 0.12

BFUE x 10°

<1(@7) 11 (9-15) 17 (11-120) 4 (1-29)

>1(23) 10 (6-12) 12 (10-21) 3(1-11)

p-value 0.04 0.004 0.02

Tabelle 10: EinfluR der Patientenmerkmale und Gehalt der Transplantate auf das hamatolo-
gische Engraftment nach der Transplantation
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2. Neutrophiles | Thrombozyt. | Thrombozyt.
Engraftment | Engraftment Transfus.

MNC x 108

<7 (24) 11 (8-15) | 15.5 (10-120) 4 (1-29)

> 7 (22) 10 (8-15) 12 (10-120) 3 (1-11)

p-value 0.01 0.12 0.03

CD34+ x 108

< 4 (24) 11 (9-15) 14 11-23) 4 (1-21)

> 4 (9) 9 (6-12) 13.5 (10-120) 3 (1-29)

p-value 0.002 0.35 0.50

G-CSF-Dosierung nach der

Transplantation

<8 (24) 10 (6-15) 12.5 (10-19) 3 (1-21)

> 8 (22) 10.5 (9-12) | 16 (10-120) 4 (1-21)

p-value 0.23 0.08 0.06

Myeloablative Therapie

mit TBI (20) 10,1 (7-12) | 20,7 (10-120) | 5,3 (2-29)

ohne TBI (30) 10,3 (6-15) | 19,4 (10-120) | 5,0 (1-21)

p-value 0.36 0.39 0.40

Vorherige Strahlentherapie

Ja (22) 10,1 (7-12) | 21,9 (10-120) | 4,7 (1-14)

Nein (27) 10,3 (6-15) | 18,8 (10-120) | 4,7 (1-14)

p-value 0.38 0.43 0.39

Dexa-BEAM in vorheriger

Chemotherapie

Ja (15) 10,3 (6-12) | 15,5(11-35) | 3,9 (1-14)

Nein (35) 10,2 (7-15) | 21,8 (10-120) | 5,7 (1-29)

p-value 0.23 0.29 0.05

Tabelle 10: Fortsetzung
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3. Neutrophiles | Thrombozyt. | Thrombozyt.
Engraftment | Engraftment Transfus.

ASHAP in vorheriger

Chemotherapie

Ja (22) 10,4 (8-15) | 26,4 (10-120) | 6,5 (1-29)

Nein (27) 10,1 (6-12) | 14,5(10-24) | 4,0 (1-11)

p-value 0.40 0.13 0.12

CHOP allein

Ja (11) 9,6 (7-12) | 14,5(10-24) | 4,2 (2-12)

Andere (38) 10,4 (6-15) | 21,9 (10-120) | 5,4 (1-29)

p-value 0.04 0.15 0.24

Diagnose

MH (14) 10,1 (6-12) | 13,3 (11-18) 3,2 (1-6)

NHL (36) 10,3 (7-15) | 22,5 (10-120) | 5,9 (1-29)

p-value 0.42 0.06 0.04

Grad

highgrade (17) 10,1 (8-12) | 22,9 (10-120) | 7,1 (1-29)

lowgrade (33) 10,3 (6-15) | 18,1 (10-120) | 4,0 (1-11)

p-value 0.30 0.37 0.18

Stadium

Stadium 1-3 (25) 10 (8-12) 13 (10-17) 3.5 (1-21)

Stadium 4 (21) 11 (7-15) 14 (10-21) 3 (1-7)

p-value 0.13 0.45 0.24

Tabelle 10: Fortsetzung
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CR PR Rez. p-value
20 Patienten | 26 Patienten 4 Patienten CR+PR
CFU-GM (x 105) 1,56 0,90 1.47 0.06
(0,17-12,55) | (0.08-15.91) (0.76-4.34)
BFU-E (x 105) 1,58 0.86 1.58 0.02
(0,17-14,01) (0.06-4.19) (1.19-5.8)
MNC (x 108) 7,04 6.52 5.96 0.74
(3,09-22) (4.14-13.1) (4.1-8.7)
CD 34+ (x 106) 4,56 3.11 5.16 0.40
(0,86-20,0) (0.26-16.7) (3.63-10.5)
Thromb. 13 15 13 0.09
Engraftment (10-21) (11-120) (10-17)
Thromb. 3 4 3.5 0.30
Transfusionen (2-11) (1-29) (2-6)
Neutr. 10 10 9 0.78
Engraftment (7-12) (6-15) (8-12)
Neutr. 2 2 4 0.70
Fieber (0-6) (0-50) (1-6)
Klinik-Aufenthalt 15 15 13.5 0.80
(in Tagen) (12-27) (8-75) (11-17)
Leukos >4 28 35 32 0.45)
(9-369) (10-475) (11-240)
HB > 12 103 110 36 0.73
(29-398) (14-890) (28-101)
Thromb. > 140 114 191.5 29 0.67
(28-891) (22-891) (17-48)

Tabelle 11:

P-value nach Mann-Whitney-U-Test

Vergleich der Patienten in kompletter Remission, partieller Remission oder im Rezidiv P-
Value nach Mann-Whitney-U-Test
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5.2

Effekt der vorangegangenen Chemo - oder Strahlentherapie auf den

Stammzellertrag der Autotransplantate

Bei diesen Lymphompatienten konnte man sehen, dass die Art der vorher verab-
reichten Chemotherapiezyklen eine deutliche Wirkung auf den Stammzellertrag
der Autotransplantate hat.

Lymphompatienten, die mit ASHAP und / oder Dexa-BEAM-Zyklen vorbehandelt
worden sind, hatten einen niedrigeren Stammezellertrag als solche, die nicht mit
diesen Zyklen vorbehandelt wurden (Abb. 17-22).

Wahrenddessen hatten Patienten, die nur mit CHOP-Zyklen vorbehandelt wor-
den sind, einen hoheren Ertrag als solche, die mit anderen Zyklen behandelt wur-
den (Abb. 23-25).

Auch die Art der chemotherapeutischen Substanzen, die in den vorangegange-
nen Zyklen benutzt worden sind, hatten eine deutlich unginstigen Effekt auf den
Stammzellertrag in den Autotransplantaten.

Lymphompatienten, die mit Zyklen vorbehandelt wurden, welche Cytarabin ent-
hielten, zeigten einen deutlich niedrigeren Stammzellertrag als solche, die mit Zy-
klen behandelt worden sind, welche kein Cytarabin enthielten ( p < 0.05 )
( Tabelle 13, Abb.26-28).

Nur 50 % und 46 % der Lymphompatienten, welche mit Cytarabin vorbehandelt
wurden, hatten einen BFU-E und CFU-GM-Gehalt von > 1x10° / kg, wahrend 82
% und 91 % derer, die nicht mit Cytarabin vorbehandelt worden sind, einen Ertrag
von jeweils > 1 x 10°/ kg hatten ( p < 0.01).

Hier muss allerdings berticksichtigt werden, dass die Patienten, die Cytarabin er-
halten hatten, meistens auch zu denen gehoérten, die eine gréfRere Anzahl an

Chemotherapiezyklen hinter sich hatten.
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CFU-GM BFU-E MNCs CD 34+ Thromb.
Engraftm.

Mobilisation 0.003 0.02 0.0004 0.02
10/24ng
Cisplatin 0.04 0.04 0.08 0.33 0.12
Melphalan 0.11 0.21 0.33 0.006 0.38
Cytarabin 0.003 0.005 0.01 0.002 0.12
Etoposid 0.02 0.10 0.26 0.0001 0.37
Nur CHOP 0.0006 0.0008 0.01 0.001
ASHAP 0.03 0.05 0.10 0.39
Dexa-BEAM 0.11 0.20 0.34 0.01
Strahlentherapie 0.24 0.39 0.10 0.003
Cheo-Zyklen 0.21 0.17 0.27 0.01 0.50
(<6 0. >6)
Zeit nach letzter
Chemotherapie 0.36 0.25 0.43 0.25 0.45
(< 0. >6 Monate)

Tabelle 12: Korrelation der Stammzellertrage und des Thromboz ytenengraftment mit verschie-
denen Parametern durch den Mann-Whitney-U-Test
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Lymphompatienten, welche mit Zyklen vorbehandelt wurden, die Cisplatin ent-
hielten, zeigten einen niedrigeren Stammzellertrag als die Patienten, die mit Zy-
klen ohne Cisplatin behandelt worden sind ( Tab. 13).

Nur 44 % der Patienten, die mit Cisplatin vorbehandelt worden waren, hatten ei-
nen CFU-GM und BFU-E-Gehalt von > 1 x 10°/ kg, wahrend 73 % bzw. 68 % de-
rer, die nicht mit Cisplatin vorbehandelt wurden, einen BFU-E bzw. CFU-GM-

Gehalt von jeweils > 1 x 10%/ kg hatten.

Patienten, die Etoposid in vorherigen Zyklen Chemotherapie erhalten hatten,
zeigten einen niedrigeren Stammzellertrag als solche, die Zyklen ohne Etoposid
bekommen hatten ( Tab. 13).

Nur 50 % und 46 % der mit Etoposid vorbehandelten Patienten hatten einen BFU-
E bzw. CFU-GM-Gehalt von > 1 x 10°%/ kg, wahrend 75 % derer, die nicht mit Eto-
posid behandelt wurden, einen Gehalt von > 1 x 10°/ kg hatten.

Bei den Melphalan enthaltenden Zyklen konnte sich lediglich ein gewisser Unter-

schied im CFU-GM-Gehalt des Autotransplantates feststellen.

Hier erreichten nur 46 % derer, die Melphalan erhalten hatten, einen CFU-GM-
Gehalt von > 1 x 10°/ kg, wahrend 63 % der Patienten, die kein Melphalan erhiel-
ten, einen Wert von > 1x 105/kg CFU-GM erreichten.

Noch signifikanter war, dass Patienten, die mit Zyklen vorbehandelt wurden, wel-
che Cisplatin und / oder Cytarabin enthielten, ein langsameres Thrombozytenen-
graftment hatten als solche, die nicht mit diesen Substanzen behandelt worden
sind und weniger Thrombozytenkonzentrate benétigten (Tab. 12).

Die Auswirkung der Chemotherapieschemata Dexa-BEAM, ASHAP und nur
CHOP auf die Stammzellertrage ist in der Tabelle 11 dargestellt. Auch zeigte eine
durchgemachte Strahlentherapie einen gewissen Effekt auf den Stammzellertrag
und das Engraftment.

Melphalan zeigte einen Trend in Richtung eines langsameren Thrombozytenen-

graftment, wahrend Etoposid darauf keinen Effekt hatte.
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Beziglich der Aktivitdt der Erkrankung bei Transplantation konnte man sehen,
dass Patienten, welche sich in kompletter Remission befanden, zunachst einen
hoheren Stammzellertrag hatten, sowie auch ein schnelleres Thrombozytenen-
graftment. Auch im Langzeitengraftment war im Vergleich zu den Patienten in
partieller Remission eine schnellere Erholung der Hamatopoese zu verzeichnen

(Tab. 11).
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Bisherige CFU-GM BFU-E Thromb. CD 34+
Chemotherapie (x105/kg) (x105/kg) Engraftm. (d) (x106/kg)
Anzahl der
Zyklen
6 oder weniger (23) 1.27 1.57 15 5.12
mehr als 6 (27) 0.99 1.23 14 2.76
p-value 0.36 0.25 0.45 0.01
Zeitspanne nach
letztem Zyklus
< 6 Monate (24) 1.32 1.47 15 3.98
6 oder mehr (26) 1.03 1.36 14 3.04
p-value 0.36 0.25 0.45 0.01
Cisplatin enthaltende
Zyklen
ja (22) 0.93 0.91 16 3.32
nein (28) 1.38 1.61 14 4.18
p-value 0.04 0.04 0.12 0.33
Cytarabin enthal-
tende Zyklen
ja (35) 0.93 1.10 15.5 2.76
nein (15) 1.97 3.01 13.5 7.2
p-value 0.003 0.005 0.12 0.002
Etoposid enthaltende
Zyklen
ja (30) 0.93 1.29 14 2.14
nein (20) 1.47 1.58 15 5.61
p-value 0.02 0.10 0.37 8.9°
Melphalan enthal-
tende Zyklen
ja (14) 0.83 1.40 14 1.76
nein (36) 1.28 1.19 15 4.89
p-value 0.11 0.21 0.32 0.006

Tabelle 13: Bisherige Chemotherapie und Stammzellertrag & Thrombozyten - Engraftment
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Bisherige CFU-GM BFU-E Thromb. CD 34+
Chemotherapie (x10°/kg) (x10°/kg) Engraftm. (d) (x106/kg)
Bisherige

Strahlentherapie

ja (23) 1.03 1.36 14.5 2.04
nein (27) 1.28 1.1 14.5 5.24
p-value 0.24 0.39 0.43 0.04

Tabelle 13: Bisherige Chemotherapie und Stammzellertrag & Thrombozyten - Engraftment

- Mann-Whitney-Test

-Dargestellt ist der Median
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6.0 Diskussion

6.1 Auswirkung von Chemotherapie und Strahlentherapie auf den Stamm-
zellertrag und das hamatologische Engraftment

Verschiedene Studien, die die Auswirkung von Chemotherapie und Strahlenthe-
rapie auf den Stammezellertrag in mobilisierten PBSCs und das hdmatologische
Engraftment nach autologer PBSC-Transplantation ausgewertet haben, hatten
eine signifikante Reduktion von CD34+ Zellen und CFU-GM-Zahlen bei Patien-
ten, die mit Strahlentherapie und / oder verschiedenen Chemotherapie-Zyklen
vorbehandelt wurden, gezeigt ( Olivierei et al.,1993; Bensinger et al., 1994; Brice
etal., 1994; Haas et al., 1994; Pierelli et al., 1994; Dreger et al., 1995; Seong et
al., 1995; Tricot et al., 1995; Glaspy et al., 1995, Demirer et al., 1992).

Die Anzahl ( Bensinger et al., 1994; Brice et al., 1994; Haas et al., 1994, Pierelli
et al., 1994 ), Dauer ( Tricot et al.,1995 ), Frequenz ( Glaspy et al., 1995 ) und Art
( Olivieri et al.,1993; Dreger et al., 1995 ) der Chemotherapiezyklen wirken sich
ungunstig auf die Anzahl der gesammelten CD34+ Zellen und die CFU-GM-Zah-
len fUr die autologe Transplantation aus.

Die Stammzellertrage wiederum beeinflussen das hamatologische Engraftment
(Weaver et al., 1995). Hierbei spielen vor allem die CD 34+Zellen eine wohl ent-
scheidende Rolle. So wurde bereits in mehreren Studien gezeigt, dass eine gro-
Bere Anzahl transplantierter CD34+Zellen zu einem signifikant schnelleren
Engraftment der neutrophilen Granulozyten sowie der Thrombozyten gefiihrt hat.

Zu der Gruppe der Patienten mit einer grof3eren Anzahl transplantierter Zellen
gehdrten solche, die >15x10° CD34+Zellen/kgKG reinfundiert bekamen (Ketterer
et. al., 1998). Auch hatten diese Patienten einen niedrigeren Bedarf an Thrombo-

zytenkonzentraten.

Bei ndherer Betrachtung der CD34+Zellen konnte gezeigt werden, dass insbe-
sondere auch die CD34 Subpopulationen (CD34+38-) einen positiven Einfluss

auf das hamatologische Engraftment haben (Henon et.al., 1998).
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Um einen hohen Stammzellertrag zu bekommen, ist die Mobilisierung vor der
Leukapherese von grof3er Bedeutung. Die Mobilisierung kann mit Wachstums-
faktoren (G-CSF, EPO), Standardchemotherapie, Cyclophosphamid oder ver-
schiedenen Kombinationen hieraus durchgefihrt werden. Es hat sich aber auch
schon gezeigt, dass hochdosierte Cyclophosphamidgabe zu keiner besseren
Mobilisierung der Stammzellen fuhrt (Ketterer et. al., 1998). Auch bei Patienten,
welche im Vorfeld Chemotherapien erhalten hatten, kann mit Wachstumsfaktoren

wie G-CSF ein guter Stammzellertrag erzielt werden (de Luca et.al., 1992).

In unserer Studie hatte ein Teil der Patienten 24 pg/kgKG G-CSF erhalten, wah-
rend der andere Teil nur 10 ug/kgkG bekommen hatte. Die Ergebnisse zeigen,
dass nicht nur die Gabe von G-CSF sondern auch die Dosierung eine bedeuten-
de Rolle spielt. So hatten die Patienten, welche 24 ug/kgkG G-CSF erhalten hat-
ten, einen signifikant hoheren Ertrag an Stammzellen als die andere Gruppe. Bei
Festlegung eines Mobilisierungsschemas vor Stammzellseparation sollte dies
beriicksichtigt werden. Dazu ist jedoch auch zu sagen, dass es in den beiden
Gruppen keinen signifikanten Unterschied beztiglich des Engraftments sowie der
Anzahl bendtigter Transfusionen gab.

Nach Stammzelltransplantation hat G-CSF ebenfalls einen positiven Einfluss auf
die weitere Entwicklung. Patienten, welche nach peripherer Stammzelltransplan-
tation G-CSF erhalten , haben ein schnelleres Engraftment und eine klrzere Lie-
gedauer im Krankenhaus als solche, die kein G-CSF erhalten haben (Linch et.al.,
1997).

Gleiches ergab eine Studie, bei der ein Teil der Gruppe zusatzlich zu den Stamm-

zellen Knochenmark erhalten hatte (Klumpp et.al., 1995).

In einer anderen Studie wurde G-CSF mit Erythropoeitin kombiniert. Die Gabe
der beiden Cytokine zusammen nach Stammzelltransplantation fiihrte ebenfalls
zu einem signifikant schnelleren Engraftment. Die Patienten, die nach diesem
Schema behandelt wurden, hatten einen geringeren Bedarf an Thrombozyten-
konzentraten, weniger Tage neutropenischen Fiebers und lagen kirzere Zeit im
Krankenhaus (Pierelli et.al., 1996).
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In der von uns durchgefuhrten Studie hatten alle Patienten nach der Transplan-
tation G-CSF erhalten.

Es hat jedoch auch Studien gegeben, in denen es zu keinem signifikanten Unter-
schied bezuglich des Engraftments, der Anzahl der Transfusionen und der Tage
des Krankenhausaufenthaltes gekommen ist bei 2 Patientengruppen, von denen
die eine nach Transplantation G-CSF erhalten hatte und die andere nicht (Cor-
telazzo et. al., 1995).

Wenn man die grol3e Anzahl von verschiedenen chemotherapeutischen Sub-
stanzen mit verschiedenen Dosen und unterschiedlichen Kombinationen, die den
Patienten verabreicht wurden, betrachtet, erklaren diese Faktoren nicht vollstan-

dig den ungunstigen Effekt auf die Stammzellen.

AuRRerdem unterscheiden sich die chemotherapeutischen Substanzen stark in ih-
rer Toxizitat auf die hamatopoetische Stammzellen ( Botnick et al.,1981 ).
Darum analysierten wir in dieser Studie von 50 vorbehandelten Lymphompatien-
ten nicht nur den Effekt des Typs der benutzten Chemotherapiezyklen, sondern
auch den der einzelnen in diesen Zyklen enthaltenen chemotherapeutischen
Substanzen auf den Stammzellgehalt der Autotransplantate und das Thrombozy-
tenengraftment nach der Transplantation ( Tab. 13).

Die prasentierten Resultate stellen die Anzahl der vorangegangenen Chemothe-
rapiezyklen als einen bedeutenden Faktor heraus, welcher zu einer Reduktion
des Stammzellertrages im Autotransplantat fihrt ( Tab. 13 ), wie auch schon in
verschiedenen vorausgegangenen Studien beschrieben ( Bensinger et al., 1994;
Brice et al., 1994; Haas et al., 1994; Pierelli et al., 1994 ).

Auch die vorangegangene Strahlentherapie stellte sich als ein wichtiger Faktor
heraus, welcher zu einer Reduktion des Stammzellgehaltes im Autotransplantat
fuhrt, ebenso wie zu einem verspateten Thrombozytenengraftment nach der
Transplantation ( Tab. 13 ), wie auch bereits in einigen Studien beschrieben
( Bensinger et al., 1994; Brice et al., 1994; Haas et al., 1994; Seong et al., 1995;
Dreger et al., 1995 ).
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Des Weiteren verglichen wir diejenigen Patienten, welche sich zum Zeitpunkt der
Transplantation in kompletter Remission befanden mit denen, die in partieller Re-
mission waren. Die Patienten in kompletter Remission hatten zuvor einen deutlich
hoheren Stammzellertrag als diejenigen in partieller Remission. Auch war das
Engraftment schneller und der Bedarf an Thrombozytenkonzentraten kleiner in
der Gruppe in kompletter Remission (Tab. 11).

In der hier gezeigten Studie beeinflusste die Art der vorausgegangenen Chemo-
therapiezyklen den Stammzellgehalt in Autotransplantaten ( Abb.17-25).
Lymphompatienten, welche vorangegangene Zyklen mit Dexa-BEAM und / oder
ASHAP erhielten, hatten einen niedrigeren Stammzellertrag ( Abb.17-22), wie
schon eine andere Studie gezeigt hatte ( Dreger et al.,1995).

Bei einer weiteren Studie hatten Patienten, welche in vorherigen Behandlungen
Nitrogenmustard, Procarabazine, Melphalan, Carmustin oder Cytarabin erhalten
hatten, eine geringere Ausbeute an Stammzellen aus den Leukapheresen (Mo-
skowitz et.al., 1997).

Die einmalige ASHAP-Behandlung bietet eine effektive, rettende Therapie fur
hartnackige und / oder rezidivierende Lymphome mit einer Remissionsrate von
insgesamt 61% ( Peters et al., 1993).

Ein dritter Chemotherapiezyklus - MOPP - hatte schon vorher gezeigt, dass er
den Stammzellertrag reduziert ( Olivieri et al.,1993 ).

Auf der anderen Seite hatte die alleinige CHOP-Therapie keinen nachteiligen Ef-
fekt auf den Stammzellgehalt des Autotransplantates der Lymphompatienten

( Abb.23-25).

Noch signifikanter: 70 % der Lymphompatienten dieser Studie, welche Cytarabin
in verschiedenen vorangegangenen Chemotherapiezyklen erhalten hatten, er-
moglichten, den Einfluld dieser potenten Substanz auf den Stammzellertrag des
Autotransplantates und das Thrombozytenengraftment nach der Transplantation

auszuwerten.

Unsere Daten zeigen klar, daf? die Anwesenheit von Cytarabin in vorangegange-
nen Chemotherapiezyklen deutlich den Stammzellgehalt im Autotransplantat re-
duziert und ebenso das Thrombozytenengraftment nach der Transplantation
verzogert ( Tab. 12 und 13).
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Auch die Anwesenheit von Cisplatin in vorangegangenen Chemotherapiezyklen
reduziert, in geringerem Ausmalf3, den Stammzellgehalt im Autotransplantat und
verzogert ebenso das Thrombozytenengraftment nach der

Transplantation ( Tab. 12 und 13).

In &hnlicher Weise zeigte eine andere Studie ( Shea et al.,1994 ) eine Abnahme

der zirkulierenden Stammzellen nach sequentiell hochdosiertem Carboplatin.

Bei der Beurteilung des Einflusses der verschiedenen Chemotherapeutika muss
jedoch beachtet werden, dass einige Patienten, die mit einer bestimmten Sub-
stanz behandelt worden sind und einen niedrigen Stammzellertrag mit folgendem
langsamen Engraftment hatten, auch zu denjenigen gehéren, welche eine grol3e
Anzahl an Chemotherapiezyklen im Vorfeld erhalten hatten.

So ist auch das positive Ergebnis der Gruppe, welche im Vorfeld nur CHOP er-
halten hatte zu erklaren, denn diese Patienten gehérten somit auch zu denen,
welche sehr wenige bzw. nur einen Zyklus Chemotherapie vorweg erhalten hat-
ten. Es ist also nicht daraus zu schliel3en, dass CHOP sich positiv auf den

Stammzellertrag auswirkt.

In der hier gezeigten Studie hatten 6 mehrfach vorbehandelte Lymphompatienten
(12 % ) ein verzbgertes Thrombozytenengraftment nach PBSC-Transplantation
und brauchten im Durchschnitt 12 (4-29) Einheiten Thrombozytentransfusionen
(Tab. 9).

Alle 6 Patienten hatten Cytarabin und Cisplatin in verschiedenen ASHAP und /
oder Dexa-BEAM-Zyklen erhalten. Aul3erdem hatten 2/3 der Patienten im Vor-
feld Strahlentherapie unterschiedlichen Umfanges erhalten (Tab. 9).

5 dieser Patienten hatten einen BFU-E-Gehalt von < 1 x 10°/ kg und einer einen
Ertrag von nur 1.2 x 10%/ kg.

Es wurde vorher gezeigt, dass die BFU-E-Zahl von Allotransplantaten deutlich
das Thrombozytenengraftment nach allogener Knochenmarktransplantation bei

66 Leukamiepatienten vorhersagte ( Hassan et al., 1997 ).
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In der hier gezeigten Studie bestatigte die Korrelation zwischen der BFU-E-Zahl
in Autotransplantaten und dem Thrombozytenengraftment nach autologer Trans-
plantation ( Tab.8.1), dass der Wert der BFU-E-Zahl im Autotransplantat das
Thrombozytenengraftment nach der Transplantation voraussagen kann.

Noch signifikanter war jedoch die Korrelation zwischen dem CFU-GM-Gehalt im
Autotransplantat und dem Thrombozytenengraftment ( p= 0.02 ), so dass zu
Uberlegen ist, ob dies nicht der bessere Marker ware.

Des Weiteren zeigte der CFU-GM-Gehalt eine deutliche Korrelation zu dem En-
graftment der Neutrophilen, ebenso wie dies der CD34+ -Gehalt tat. Dadurch wa-
ren auch die Tage neutropenischen Fiebers signifikant weniger bei jenen

Patienten, welche einen hoheren CFU-GM-Gehalt hatten.

Abschlieend kann man sagen, dal3 die Mobilisation und Sammlung von periphe-
ren Blutstammzellen frih nach der Diagnosestellung geplant werden sollte, um
die Erschopfung der hdmatologischen Stammzellen durch die sich anhaufende
Toxizitat der Chemotherapiezyklen zu vermeiden, und um die gunstige schnelle
hamatologische Regeneration der autologen PBSC-Transplantationen zu be-
wahren. Dabei ist jedoch zu beachten, dass in Féallen von Knochenmarksbefall
die Chemotherapie einem in-vivo-purging vorzuziehen ist.

Es sollte in jedem Fall gut evaluiert werden, wann der ideale Zeitpunkt fur die
Stammzellseparation ist. Je weniger die Patienten mit zytotoxischen Substanzen
vorbehandelt sind, desto grof3er ist die Chance fir sie, einen guten Stammzeller-
trag zu erzielen. Der Stammzellgehalt wiederum foérdert das hamatologische En-
graftment. Wie bereits ausfihrlich beschrieben flhrt ein h6herer Stammzellgehalt
zu einem schnelleren Engraftment und reduziert die Anzahl der bendtigten Trans-

fusionen nach Transplantation.
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7. Zusammenfassung

Das verzbgerte Engraftment der Thrombozyten im Anschluss an eine autologe
periphere Stammzelltransplantation nach myeloablativer Therapie bleibt ein un-
gelostes Problem bei Lymphompatienten, die mit mehreren Zyklen Chemothera-
pie und / oder Strahlentherapie vorbehandelt wurden. In der hier gezeigten Studie
Uber 50 Lymphompatienten analysierten wir retrospektiv die Faktoren, die die Er-
holung der Thrombozyten nach myeloablativer Therapie, gefolgt von autologer
peripherer Stammzelltransplantation, beeinflussen, um die Risikofaktoren zu
identifizieren, die mit dem verzdgerten Engraftment der Thrombozyten bei diesen

vorbehandelten Patienten in Zusammenhang stehen.

Das Durchschnittsalter war 42 Jahre (Bereich 15-58). 14 Patienten hatten Morbus
Hodgkin und 36 Patienten Non-Hodgkin-Lymphome (17 highgrade und 33 low-
grade). Die meisten (80%) waren im Stadium Ill oder 1V. 20 Patienten befanden
sich zum Zeitpunkt der Transplantation in kompletter Remission, 26 in partieller
Remission und 4 Patienten hatten ein Rezidiv. 22 Patienten hatten vor der Mobi-
lisation Strahlentherapie verschiedener Ausdehnung erhalten.

Die mittlere Anzahl vorangegangener Zyklen Chemotherapie war 7 (3-24) bei ver-
schiedenen Therapieplanen (1-4). Im Mittel wurden 3 Leukapheresen (1-5) nach
G-CSF-Mobilisation durchgefihrt. Eine einzige Leukapherese genugte lediglich
bei einem Patienten. Es fand sich eine signifikante Korrelation zwischen dem
BFU-E Gehalt des Autotransplantates und dem Thrombozytenengraftments nach
Transplantation.

Die Art der vorangegangenen Chemotherapiezyklen stellte sich als ein wichtiger
Faktor heraus, der sich ungtnstig auf den Ertrag der hamatopoetischen Stamm-

zellen im Autotransplantat auswirkte.
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Lymphompatienten, die mit ASHAP und / oder Dexa-BEAM Zyklen vorbehandelt
worden waren, hatten einen niedrigeren Ertrag an hdmatopoetischen Stammzel-
len. Auch die Art der benutzten chemotherapeutischen Agenzien hatte einen
deutlich ungunstigen Effekt auf den Ertrag der Stammzellen im Autotransplantat .
Lymphompatienten, die mit Zyklen vorbehandelt worden sind, welche Cytarabin
und / oder Cisplatin enthielten, zeigten einen signifikant niedrigen Ertrag an
Stammzellen, sowie ein deutlich verzoégertes Engraftment der Thrombozyten

nach der Transplantation.

In dieser gezeigten Studie hatten 7 mehrfach vorbehandelte Lymphompatienten
ein verzogertes Thrombozytenengraftment nach peripherer Stammzelltransplan-
tation. 6 von ihnen hatten in verschie-denen vorangegangenen ASHAP- und /
oder Dexa-BEAM-Zyklen Cytarabin erhalten, finf von ihnen hatten Cisplatin und
funf zusatzlich Strahlentherapie verschiedener Ausdehnung erhalten.

6 von ihnen hatten einen BFU-E-Gehalt von > 1x105/kg im Autotransplantat.

Wie zu vermuten war, hatten die Patienten, die sich in kompletter Remission be-
fanden einen hoheren Stammzellertrag sowie ein schnelleres Engraftment nach

der Transplantation als jene, die sich nur in partieller Remission befanden.

Abschlieend kann man sagen, dass bei mehrfach vorbehandelten Lymphompa-
tienten eine komplette Bewertung der vorangegangenen Chemotherapiezyklen
zu empfehlen ist und dass besonders diejenigen, die Cytarabin und / oder Cispla-
tin erhielten, mit oder ohne Strahlentherapie, nur in ein Programm mit autologer
Transplantation eingeschlossen werden kénnen, wenn Transplantate mit einer

ausreichenden hdmatopoetischen Qualitat erreicht wurden.
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Abklrzungen

aGvHd acute Graft-versus-Host Disease, akute
Transplantat-gegen-Wirt Reaktion

AL Akute Leukamie

ALL Akute lymphatische Leukamie

AML Akute myeloische Leukdmie

ARA-C Cytosin-Arabinosid

ASHAP Doxorubicin, Cisplatin, Cytarabin,
Methylprednisolon

BCNU Carmustin

BU Busulfan

C Celsius

CFU Colony-Forming Unit

CFU-C Colony-Forming Unit-Cell

CHOEP CHOP plus Etoposid

CHOP Doxorubicin, Cyclophosphamid, Vincristin,
Prednisolon

CO2 Kohlendioxid

CR Complete Remission, komplette Remission

CY Cyclophosphamid

d Day, Tag

Dexa-BEAM Dexamethason, Carmustin(BCNU), Etoposid,
Cytarabin, Melphalan

DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonukleinsaure

EPO Erythropoeitin

g Gramm

G-CSF Granulozyten Colony-stimulating-factor

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen Colony-stimulating-
factor

Gy Gray
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Hb

HD
HLA
IMDM
(AYA
KCL
kg

KG
KMT
L/
Leuko.
Mamma-Ca
MEM
MH
MNC
NacCl
NHL

ni
PBSC

PE
PPSC
PR
RBC
REZ
TBI
Thromb.

VP
Hg

Hamoglobin

Hodgkin's Disease

Human Leukocyte-Antigen

Iscove's modifiziertem Dulbecco's Kulturmedium
Intraveno6s

Kaliumchlorid

Kilogramm

Korpergewicht
Knochenmarktransplantation

Liter

Leukozyten

Mamma-Carcinom

Minimal essential medium

Morbus Hodgkin

Mononucleéare Zellen

Natriumchlorid
Non-Hodgkin-Lymphom

Nanoliter

Peripheral blood stem-cells, periphere
Blutstammzellen

Phycoerythrin

Pluripotente Stammzelle

Partielle Remission

Red-blood-cell, Erythrozyten

Rezidiv

Total body irradiation, Ganzkdrperbestrahlung
Thrombozyten

Unit, Einheit

VP-16, Etoposid

Mikrogramm
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