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1. Einleitung

Der menschliche Granulozytenkolonie-stimulierende Faktor (G-CSF) ist ein naturlich
vorkommender Wachstumsfaktor, dessen Haupteffektorzellen die in Richtung der
Granulozytenzellreihe differenzierten hamatopoetischen Blutstammzellen, die
Kolonie-formende Einheit - Granulozyt (CFU-G) sind (1,2). Diese Zellen regt G-CSF
zur Proliferation und Differenzierung zu Granulozyten an. Diese Effekte sind
entscheidend flr die in zahlreichen Studien belegte Fahigkeit exogenen G-CSFs,
Lange und Schwere der chemotherapieinduzierten Neutropenie zu vermindern. Auf
diese Weise kann G-CSF Haufigkeit und Schweregrad neutropenischer Infektionen
reduzieren (3-5) und so sowohl die Morbiditat senken, aber auch Behandlungskosten
einsparen (6-10). Mit Erfolg wird G-CSF auch bei idiopathischen Stérungen der
Granulozytenreifung wie der zyklischen Neutropenie eingesetzt (11-14).

G-CSF reguliert des weiteren eine Reihe von Funktionen des reifen neutrophilen
Granulozyten, unter anderem Chemotaxis, Migration und Superoxidproduktion
(15-22). G-CSF wird zur Verbesserung der Granulozytenfunktion insbesondere bei
primaren oder sekundaren Storungen der Superoxidproduktion eingesetzt, wie bei
der septischen Granulomatose (chronic granulomatous disease; CGD-Syndrom)
(23-26) oder bei der Glykogenose 1b (27-30).

Eine dritte, im klinischen Alltag sehr bedeutende Fahigkeit des G-CSF ist die
Mobilisation hamatopoetischer Stammzellen aus dem Knochenmark in das Blut,
sowohl bei gesunden Freiwiligen (31,32) als auch bei mit Chemotherapie
behandelten Patienten (33,34). Die mobilisierten Stammzellen konnen durch
Apherese aus dem Blut angereichert werden zum Zweck der autologen oder
allogenen Stammzelltransplantation. Der Mechanismus der G-CSF induzierten
Stammzellmobilisation ist bisher nicht geklart; wahrscheinlich spielt die Modulation

von Adhasionsmolekulen eine Rolle (35).

Diesen sehr winschenswerten Effekten des G-CSF stehen in jlungster Zeit

gewonnene Erkenntnisse entgegen, wonach das G-CSF durch Hemmung des
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Interleukin 12 (36), des zentralen aktivierenden Botenstoffes der T-Zell-Aktivierung
(37), suppressiv auf das Immunsystem wirken kénnte. Es wird derzeit postuliert, G-
CSF konnte die Reifung der Lymphozytenfunktion nach allogener
Stammezelltransplantation verzogern und so das Risiko fur oft gefahrliche

Viruserkrankungen erhdhen (36).

1.1 Endogenes G-CSF und Neutropenie

Mause, bei denen das G-CSF-Gen durch gezielte Zerstérung ausgeschaltet wird
(,G-CSF Knock-out Mause®), zeichnen sich durch eine chronische Neutropenie sowie
durch eine gestdrte Neutrophilenmobilisation aus (38). Diese Befunde zeigen, dal® G-
CSF notwendig ist fir die normale quantitative Homdostase wahrend der steady-
state Granulozytopoese, aber auch fur die Aktivierung der Notfallgranulozytopoese
bei einer Infektion (38). Diese Thesen werden bestatigt durch Messungen an
gesunden und neutropenischen Menschen mit und ohne Infektionen. Diese belegen,
dal endogenes G-CSF wahrend der Neutropenie und bei Infektionen in Abhangigkeit
von der Starke der Neutropenie oder Infektion vermehrt sezerniert wird (39-41). Eine
maximale Stimulation der G-CSF Synthese wurde bei neutropenischen Patienten mit

schweren Infektionen gefunden (39).

1.2  Dosierung, Applikation und Nebenwirkungen der G-CSF Therapie

Zur Behandlung der Neutropenie wird rhG-CSF in Dosen zwischen 5 und
10 ug/kgkG pro die, zur Stammzellmobilisation auch bis 20 ug/kgkG pro die
gegeben (42-47). Niedrigdosiertes G-CSF findet Anwendung zur Verbesserung der
Superoxidproduktion, Ublich sind Dosen um 1 ug/kgkG*die (22). Der Wert dieser
niedrigdosierten G-CSF Therapie ist allerdings nicht unumstritten, und G-CSF hat fur
diese Indikation keine Zulassung erlangt. G-CSF wird durch einmal tagliche

subcutane Gabe oder als intravenose Dauerinfusion appliziert (43-47).

Die Vertraglichkeit von rhG-CSF ist im allgemeinen gut. Die haufigste Nebenwirkung,
unter der nach Literaturangaben bis zu 80% der Behandelten leiden, sind
Knochenschmerzen (48-53). Der zellulare Hintergrund fur diese Nebenwirkung ist

nicht bekannt. Im Serum dieser Patienten waren das Osteocalcin erniedrigt und die
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knochenspezifische alkalische Phosphatase erhdht meflbar (48). Dieses Muster
entspricht dem von Patienten mit osteolytischen Knochenmetastasen, weshalb
postuliert wurde, da® G-CSF eine Aktivierung von Osteoblasten induzieren konnte
(48).

Fir rekombinanten Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierenden Faktor
(rhGM-CSF), der ebenfalls eine Verkurzung des Zelltiefs nach Chemotherapie
bewirkt (54), ist die Induktion von neutralisierenden und allergieauslosenden
Antikérpern berichtet worden (55,56). Hiervon betroffen waren insbesondere
Aminosaurepositionen, die bei dem naturlichen, nicht aber bei dem rekombinanten
Molekul durch Glycosylierung geschutzt waren (56). Dieser Befund konnte
Implikationen fur die relative Potenz und Vertraglichkeit von glycosylierten und nicht-
glycosylierten Wachstumsfaktoren haben, jedoch ist fur rhG-CSF, auch fur das nicht-

glycosylierte Filgrastim, eine Antikérperinduktion nicht beschrieben (57,58).

Ursprungliche Befurchtungen, G-CSF kénne durch Proliferationsreize auf genetisch
alterierte hamatopoetische Stamm- oder Vorlauferzellen zu deren klonaler Expansion
und somit zur Manifestation einer Hamoblastose fiihren, lielen sich nicht bestatigen
(59). Dies hatte zur Folge, dal® G-CSF auch in Therapieprotokolle fur die Behandlung
der akuten nicht-lymphoblastischen Leukamie (AML) sowohl zur Verkirzung der
Zelltiefdauer als auch fur die autologe Stammzellmobilisation eingefliihrt werden

konnte.

1.3  Struktur des natiirlichen und der rekombinanten G-CSF Moleklle

Die Aufreinigung und molekulare Klonierung des G-CSF Proteins gelang unabhangig
voneinander mehrereren Arbeitsgruppen in der Mitte der achtziger Jahre (59,60).
Das G-CSF Gen (60,61) liegt auf Chromosom 17 q11-22 (62,63). Es besteht aus 5
Exons, die Uber einen Locus von 2,3 kB verteilt sind. Das Gen kodiert flir ein Protein

von 174 Aminosauren Lange (64).

Das natirliche G-CSF Molekull ist ein hydrophobes Glycoprotein, das in der
Elektrophorese mit der 24-25 kDa-Fraktion (64) wandert. Es besteht aus vier
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antiparallelen, mit Schleifen verbundenen Helices und enthalt eine interne Disulfid-
Bricke, die flr seine Wirkung notwendig zu sein scheint (65). Der an der Position

133 gelegene Threoninrest ist O-glycosyliert (66,67).

Das erste rekombinante humane (rh)G-CSF, Filgrastim, wurde 1991 in den USA flr
die klinische Anwendung an mit Chemotherapie behandelten Patienten zugelassen
(93). Filgrastim wird in E. coli Bakterien erzeugt. Anders als das naturliche G-CSF
enthalt Filgrastim keine Kohlenhydratkette. Ansonsten ist es dem naturlichen Molekul
in Aminosauresequenz und sterischer Konformation allerdings sehr ahnlich. Mit
diesem Molekdl liegen die gréfiten klinischen Erfahrungen vor. Ein zweites rhG-CSF,
Lenograstim, erlangte in Europa und Japan 1993 seine Zulassung (93). Dadurch,
dall es in immortalisierten Ovarialzellen des Chinesischen Hamsters erzeugt wird,
konnte eine dem natirlichen G-CSF identische Kohlenhydratkette eingefuhrt werden
(68).

1.4  Funktionelle Bedeutung der Glycosylierung unter besonderer
Berucksichtigung des rhG-CSF Molekuls

Die Glycosylierung von Proteinen kann deren physikalische oder biochemische
Stabilitat verbessern, aulRerdem das Rezeptorbindungsverhalten beeinflussen (69).
Eine Vorhersage, ob durch Glycosylierung die Aktivitat eines Proteins positiv oder
negativ beeinflult werden wird, ist jedoch nicht mdglich. So konnte fur GM-CSF
gezeigt werden, dal} die nicht-glycosylierte Form trotz einer um die Halfte reduzierten
Serumhalbwertszeit (70) eine ebenso groRe (70) oder grélere (71) biologische
Aktivitat besitzt als naturliches oder glycosyliertes rekombinantes GM-CSF.
Umgekehrt ist fur rekombinantes humanes Erythropoetin (rhEPO) die Glycosylierung
fur die in-vivo Wirkung essentiell, obwohl in vitro das nicht-glycosylierte rhEPO
erheblich groflere Kolonie-stimulierende Potenz besal} als das glycosylierte (72).
Hier wird angenommen, dal3 die Glycosylierung das rhEPO vor vorzeitiger

Proteinolyse schutzt.

Wie oben beschrieben ist Lenograstim somit dem naturlichen G-CSF ahnlicher als
Filgrastim. Die klinische Bedeutung dieses Umstandes kann jedoch bisher nicht

eingeschatzt werden. Einige Beispiele belegen, dal3 ,humanidentisch® nicht
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gleichbedeutend ist mit ,besser wirksam®. Dies gilt sowohl fir natirliche, xenogene
Wachstumsfaktoren wie das Lachscalcitonin (73,74) als auch fiur semisynthetische,
wie das nicht-glycosylierte rhGM-CSF (71) oder ein mutiertes G-CSF (75). Dal} die
Glycosylierung fur die biologische Aktivitat von rhG-CSF nicht erforderlich ist, wird
durch in-vitro-, aber auch in-vivo-Untersuchungen eindeutig belegt (49,76). Die
Kohlenhydratgruppe scheint allerdings dem G-CSF Molekll bei unglnstigem
pH-Wert groRere Stabilitat zu verleihen (67), indem sie die Sulfhydrylgruppe des
Cystein an Position 17 abschirmt (77).

1.5  Studien zum Wirksamkeitsvergleich von Lenograstim und Filgrastim

Fir beide Medikamente konnte unabhangig der Sicherheits- und
Wirksamkeitsnachweis geflihrt werden (3-5,42,78,79). Vergleichende Studien gibt es

jedoch wenige.

In in-vitro Untersuchungen wurde bei gleichen Dosen wiederholt eine mindestens
25% groRere proliferationsinduzierende Aktivitat des Lenograstim im Vergleich zum
Filgrastim gezeigt (76,80-82). Hierbei wurde gewohnlich die Wachstumskinetik von
Kolonie-Assays gemessen. Ob dieser Unterschied allein eine Konsequenz der
grolleren in-vitro Stabilitdt des Lenograstim ist, konnte nicht eindeutig geklart
werden. Auf diesen Daten zur in-vitro Potenz des G-CSF basiert das von Okabe und
Mire-Sluis postulierte Konzept ,bioaquivalenter* G-CSF Dosen, wobei fur Filgrastim
eine Aktivitat von 100.000 iE/pg, fir Lenograstim eine Aktivitat von 127.760 iE/ug
angegeben wird (75,80,83).

Im Gegensatz zu der eindeutig erscheinenden in-vitro Situation haben Tierversuche
widerspruchliche Ergebnisse gezeigt bezuglich der Frage, was aquivalente Dosen

von Lenograstim und Filgrastim sein konnten (84,85).

Die bisherigen klinischen Untersuchungen haben lediglich die Effizienz der
Stammzellmobilisation durch die beiden Medikamente verglichen. Watts et al. (51)
haben in ihrer Phase I/ll Studie Pharmakokinetik und Stammzellmobilisation bei

gesunden Freiwilligen untersucht. Sehr ahnliche pharmakokinetische Daten wurden
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beschrieben, woraus abgeleitet werden kann, dal} sich die groRere chemische
Stabilitdt des Lenograstim in vitro nicht positiv auf die Bioverfuigbarkeit in vivo
auszuwirken scheint. Des weiteren konnte keine Korrelation zwischen
Pharmakokinetik und Mobilisationserfolg gezeigt werden. Bezuglich der
Stammzellmobilisation konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Medikamenten gefunden werden, obwohl die maximal erreichte Leukozytenzahl nach
Lenograstimgabe geringfugig, allerdings statistisch signifikant, Uber der bei den

Filgrastim-behandelten Probanden lag.

Eine ahnliche Studie (Phase I/ll, randomisiert mit cross-over Design) wurde von
Hgglund et al. (86) durchgefuhrt. In dieser Untersuchung war bei gleicher Dosis die
Stammzellausbeute bei Lenograstim-behandelten Patienten signifikant grof3er als bei

Filgrastim.

In einer retrospektiven, nicht-randomisierten Studie verglichen Schigdt et al. (87) die
Mobilisation CD34+ Zellen bei Cyclophosphamid-behandelten Patienten. Bei
gleichen Dosen war die Ausbeute bei beiden Medikamenten nicht unterschiedlich.
De Arriba et al. (88) fuhrten eine ahnliche Studie (Phase Ill prospektiv) bei Frauen
mit Mammakarzinom durch. In dieser Studie wurden allerdings nicht gleiche, sondern
vermeintlich in etwa ,bioaquivalente® Dosen verwendet, d.h. es wurde 20% mehr
Filgrastim als Lenograstim gegeben. Die (héher dosierten) Filgrastim-Patienten
bendtigten rhG-CSF geringfligig kirzer und brauchten weniger Apheresen, bis eine
ausreichende Stammzellzahl asserviert werden konnte, jedoch waren diese
Unterschiede nicht signifikant. Eine Studie, die das Engraftment Lenograstim und

Filgrastim mobilisierter Progenitorzellen vergliche, gibt es nicht.

Eine eindeutige Bestatigung der im in-vitro Experiment gefundenen, mindestens 25%
grolderen Potenz des Lenograstim konnte also weder im Tierversuch noch in der

klinischen Prufung gefunden werden.

Es liegt bis heute keine Studie vor, die die zweite klinisch relevante Wirkung des
rhG-CSF vergleichend untersucht, namlich das Potenzial zur Verkirzung der

Neutropenie und der Morbiditdt an neutropenischen Infektionen, der
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Krankenhaustage und der Antibiotikabehandlung. In einer prospektiven,
randomisierten crossover-Studie haben wurden daher Blutbild, C-reaktives Protein
(CRP) und infektionsbedingte klinische Ereignisse bei Patienten mit
Wachstumsfaktorenbehandlung mit Lenograstim oder Filgrastim nach cytoreduktiver
Chemo-/Radiochemotherapie  verglichen.  Aufgrund der bislang  wenig
uberzeugenden Hinweise auf eine erhohte in-vivo Potenz des Lenograstim wurden

identische rhG-CSF Dosen verwendet.



Silbermann: Glycosyliertes versus nicht-glycosyliertes G-CSF, S. 11

2. Fragestellung

Diese Untersuchung sollte fur Kinder mit soliden Tumoren folgende Fragen

beantworten:

1) Besteht bei gleicher Dosis ein Unterschied zwischen glycosyliertem rhG-CSF
(Lenograstim) und nicht-glycosyliertem rhG-CSF (Filgrastim) bezuglich der
Haufigkeit, Schwere und Dauer der chemotherapieinduzierten Neutropenie?

2) Besteht ein Unterschied bezlglich der Haufigkeit, Schwere und Dauer von
neutropenischen Infektionen beziehungsweise infektionsassoziierter klinischer
Ereignisse?

3) Besteht ein Unterschied bezlglich der Mobilisation CD34/CD45 doppeltpositiver

Zellen (hamatopoetischer Stammzellen)?
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3. Patienten, Materialien und Methoden
3.1 Studiendesign
3.1.1 Patienten

Zwischen 8/97 und 8/99 wurden 11 Patienten, 3 weibliche und 8 mannliche, im Alter
zwischen 3 und 29 Jahren (Median: 14 Jahre) in die Studie rekrutiert. Die Studie
wurde als Monocenterstudie an der Klinik fur Padiatrische Hamatologie und
Onkologie der Medizinischen Einrichtungen der Heinrich-Heine Universitat
Dusseldorf durchgefuhrt. Die Arbeit wurde geférdert von der Firma Rhéne-Poulenc
Rorer. Diese prospektive Studie stand allen Patienten offen, die nach klinischer
Einschatzung ein Risiko von mindestens 50% hatten, im Anschluly an ihre
Chemotherapie eine schwere Neutropenie zu entwickeln, oder die im Rahmen ihres
Chemotherapieprotokolls routinemalRig G-CSF erhalten sollten. Angaben zu
Grunddaten, Krankheit und Chemotherapie der einzelnen Patienten sind in Tabelle 1
dargestellt (Tab. 1). Ein schriftliches Einverstandnis wurde von allen in die Studie
eingeschlossenen Patienten beziehungsweise von deren Erziehungsberechtigten
eingeholt. Die Durchfuhrung der Studie entsprach den aktuellen Mallgaben der
Erklarung von Helsinki. Sie war von der klinikinternen Ethikkommission genehmigt
worden unter der Bedingung, dal® keine zusatzlichen Blutabnahmen oder
Ambulanzkontakte notwendig werden durften. Dreiunddreiig Therapiezyklen mit

rhG-CSF wurden im Rahmen der Studie ausgewertet.

3.1.2 Behandlung

Die Behandlung mit rhG-CSF wurde einen Tag nach Ende des Chemotherapieblocks
begonnen. G-CSF wurde einmal taglich als subcutane Injektion appliziert in einer
Dosis von 250 pg/m? + 5%. RhG-CSF wurde gegeben, bis nach Ende des erwarteten
Leukozytennadirs an drei aufeinanderfolgenden Tagen eine Leukozytenzahl (WBC)

von >1500/pl gemessen worden war.
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3.1.3 Studiendesign

Die Studie war geplant als prospektive, randomisierte, cross-over, Monocenter
Phase-lll Studie. Die Patienten wurden nach wiederholten Chemotherapiezyklen
alternierend mit Lenograstim (Granocyte®, Rhone-Poulenc Rorer, Kéln) und
Filgrastim (Neupogen®, Amgen, Miinchen) behandelt. Die Randomisierung, welches
Praparat als erstes gegeben werden sollte, wurde durch Losziehung durchgeflhrt.
Zwei aufeinanderfolgende Zyklen der selben oder sehr ahnlichen Chemotherapie
gefolgt von unterschiedlichen Wachstumsfaktorpraparaten sollten im Paarvergleich

auf Unterschiede untersucht werden.

Bei jedem Besuch der Hamatologisch-Onkologischen  Ambulanz  der
Universitatskinderklinik wurde bei allen Patienten ein kompletter korperlicher
Untersuchungsbefund erhoben sowie eine Blutabnahme durchgefuhrt. Fur die
Auswertung wurden die folgenden Schwellenwerte definiert: Leukozytopenie
(WBC<1000/ul), schwere Leukozytopenie (WBC<500/ul), Neutrozytopenie
(Neutrophilenkonzentration (ANC)<1000/ul), schwere Neutrozytopenie (ANC<500/pl),
Infektion (CRP>5 mg/dl), infektionsbedingter stationarer Aufenthalt
(Krankenhausaufenthalt mit Antibiotikatherapie; Krankenhausaufenthalt aus anderen
Grunden wurde nicht berucksichtigt), Antibiotikatherapie (Antibiotikabehandlung Uber
die Pneumocystis carinii Prophylaxe mit Co-Trimoxazol hinaus). Zusatzlich wurde die
Dauer der rhG-CSF Behandlung verglichen. Wenn an einzelnen Tagen keine
Differentialblutbilder verfligbar waren, wurde der ANC nichtsdestoweniger als <500/ul
oder <1000/pl gewertet, wenn der WBC <500/ul oder <1000/pl war.

3.2 MeRparameter

Bei jedem Ambulanzbesuch wurde ein Blutbild und Differentialblutbild, nach
klinischer Notwendigkeit auch ein CRP angefordert. Gemessen wurden Haufigkeit
und Dauer des Unterschreitens der definierten Schwellenwerte (ANC und WBC
<500/ul/1000/ul), Haufigkeit und Dauer von Infektionen (CRP>5 mg/dl),
Antibiotikabehandlungen  und infektionsbedingten  Krankenhausaufenthalten,
Therapiedauer, sowie Mobilisation von Stammzellen in das Blut an Tag 10 nach

Beginn der Chemotherapie.
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Tabelle 1:
Alter  (J), Zyklen/
Geschl.  py Chemotherapie pro Zyklus Paare

128, m EWS VP16 1x2000, Melphalan 4x38 2/1

2 29m ARH  Ifo 3x2000, VP16 3x150, VCR 1.2 + ActoD 3x0.5 3/2

3 20,m 0s CarboPt 4x150, VP16 4x150 3/2

4 7, m rERH CisPt 2x40, Ifo 4x1500, VP16 4x100, HAT 2/1

5 14, w oS CarboPt 4x150, VP16 4x150 2/1

6 12,w EWS Ifo 3x2000, VP16 3x150, VCR 1.2 £ (ActoD 3x0.5 OR Adr 3x20) 5/4

7 3, m ERH  Cyc 5x250, Topo 5x0.75 3/2

8 22'm EWS Cyc 3x2000, VP16 4x55, tumor boost 3/2

9 18, w EWS Cyc 3x1800,VP16 4x100+tumor boost 4/3

10 8, m NBL  DTIC 5x200, VCR 2x1.5, Ifo 5x1500, Adr 2x30 2/1

110, m PNET CarboPt 4x200, VP16 4x100, (VP16 5x0.2 mg + AraC 1x30 mg i.th.) 4/3

Tabelle 1 fal3t Alter, Geschlecht, Diagnosen und Chemotherapien der 11 in dieser
Studie eingeschlossenen Patienten zusammen. 33 Zyklen (22 cross-over Paare) von
rhG-CSF Therapie wurden untersucht. Alle Dosierungen, soweit nicht anders

angegeben, sind mg/m? Abkirzungen: Diagnosen: EWS = Ewingsarkom, ARH =

alveoldres Rhabdomyosarkom, OS = Osteosarkom, (r)ERH = (rezidiviertes)
embryonales Rhabdomyosarkom, NBL = Neuroblastom, PNET = primitiver neuro-
ektodermaler Tumor. Chemotherapeutika: VP16 = Etopsid, Ifo = Ifosfamid, VCR =
Vincristin, ActoD = Actomycin D, Carbo/CisPt = Carbo/Cisplatin, HT = regionale
Tiefenhyperthermie, Adr = Adriamycin, Cyc = Cyclophosphamid, Topo = Topotecan,
AraC = Cytarabin

3.3 CRP- und Blutbildbestimmung

C-reaktives Protein wurde mittels Standard-Lasernephelometrie im klinisch-
chemischen Labor der Universitats-Kinderklinik (kommissarischer Leiter: Univ.-Prof.
Dr. U. Gobel) routinemaflig gemessen. Die Leukozytenzahl wurde mittels Coulter
Counter im hamatologischen Labor der Universitats-Kinderklinik (Leiter: Univ.-Prof.
Dr. U. Gdbel) ermittelt.
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Differentialblutbilder wurden ausgestrichen und nach Pappenheim gefarbt,
anschlieRend vom Studienarzt lichtmikroskopisch beurteilt. Die absolute
Neutrophilenzahl (ANC), die Neutrophilenkonzentration/ul, wurde ermittelt durch
Multiplikation des prozentualen Anteils aller granulozytaren Zellen mit der
Leukozytenzahl. Differentialblutbilder wurden ab einer Leukozytenzahl von 300/ul bis

zum Uberschreiten eines ANC von 1000/ul gezahlt.

Wenn in zeitlicher Nahe zu einem der Schwellenwerte (ANC bzw. WBC
>500/>1000/ul) der Abstand zwischen zwei Leukozytenwerten bzw. zwei
Differentialblutbildern 3 Tage Uberschritt, wurden die Daten von der Analyse

ausgeschlossen.

3.4  DurchfluBzytometrie

Die DurchflulRzytometrie erlaubt die Analyse von Einzelzellen bezlglich Grolde,
Granularitat und - bei vorheriger Markierung mit fluoreszenzgekoppelten Antikérpern

- Fluoreszenzverhalten (Shapiro).

Die Population der CD34+/CD45+ Zellen wird als die Population betrachtet, in der die
hamatopoetischen Stammzellen enthalten sind. G-CSF kann auf bisher ungeklarte
Weise hamatopoetische Stammzellen aus dem Knochenmark in das periphere Blut
mobilisieren. Neben der Verkurzung des Zelltiefs ist dies die wichtigste Indikation fur
die Gabe von G-CSF in der Onkologie. Die mobilisierten Stammzellen kénnen durch
Apherese aus dem Blut angereichtert werden flir eine spatere autologe oder allogene
Stammzelltransfusion. Die Zahl der CD34+/CD45+ Zellen im peripheren Blut ist
hierbei ein guter Vorhersagewert fur die Sammeleffizienz; in der Regel mul} eine
Progenitorzellkonzentration (CD34+) von mindestens 10/ul fir eine erfolgreiche

Apherese gegeben sein.

An Tag 10 nach Beginn der Chemotherapie oder, wenn dieser auf ein Wochenende
oder einen Feiertag fiel, am darauffolgenden Werktag, wurde einmalig die Zahl der
CD34+/CD45+ Zellen im Blut der Probanden zum Vergleich des Potenzials zur
Mobilisation  peripherer Stammzellen bestimmt. Zur Quantifizierung der
CD34+/CD45+ Zellzahl wurden in einer EDTA-Blutprobe die Erythrozyten lysiert,
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anschliellend FITC-markierter anti-CD45 Antikérper (Panleukozytenmarker) und PE-
markierter anti-CD34 Antikorper (Stammzellmarker) dazugegeben (alle Antikérper
Becton-Dickinson, Heidelberg). Die Zellen wurden 20 min bei 4 °C im Dunkeln
inkubiert, der Antikorperiberschul3 wurde ausgewaschen und die Zellen im
DurchfluBzytometer (FACScan, Becton-Dickinson, Heidelberg) analysiert. Die CD45+
Zellen wurden gegatet, im zweiten Schritt wurde die Zahl der CD34+ Zellen in
diesem Gate ermittelt. Der Prozentsatz der doppeltpositiven Zellen an der
Gesamtleukozytenzahl wurde mit der Software des FACScan errechnet, die
Konzentration der CD34+ Zellen/ul wurde errechnet durch Multiplikation mit der

Leukozytenzahl. Abbildung 1 zeigt eine reprasentative Analyse (Abb. 1).

Yo Abbildung 1

% Abbildung 1 zeigt die FACS-Analyse aus
EN dem Blut einer G-CSF-behandelten
gg Patientin. Die obere Abbildung zeigt die

101I

Auftragung Griin-Kanal (CD45 FITC) aut
. . _ der Y-Achse, Seitstreulicht auf der

0 200 400 800 800 1060 X-Achse. Die CD45-positiven Zellen sind

mit einem Gate (R4) umgeben. Die untere

104

Abbildung zeigt die Analyse der in diesem
Gate R4 enthaltenen CD34-positiven
Zellen. Dargestellt sind der Rot-Kanal
(CD34 PE) auf der Y-Achse, Seitstreulicht
auf der X-Achse. Der rechte obere
_ Quadrant enthélt die CD34+/CD45+
1000 Population, in der die Stammzellen
enthalten sind, hier sind das 1,09% der

kernhaltigen Zellen.

10

CD34 PE
1 02

10

10°




Silbermann: Glycosyliertes versus nicht-glycosyliertes G-CSF, S. 17

3.5  Statistische Auswertung

Die statistische Planung und Durchflihrung erfolgte in Zusammenarbeit mit Herrn
Dr. rer.nat. Dipl. math. Willers, Rechenzentrum der Heinrich-Heine Unviersitat
Dusseldorf.

Eligibilitat fur die Crossover-Analyse war gegeben, wenn derselbe oder annahernd
derselbe Chemotherapiekurs, aber die unterschiedlichen G-CSF Praparate im
Anschluly daran in zwei unmittelbar aufeinanderfolgenden Zyklen gegeben worden
waren. Zwei aufeinanderfolgende Chemotherapiezyklen wurden paarweise
miteinander verglichen mit dem Wilcoxon signed-rank Test flr paarige Stichproben.
Die Differenzen wurden berechnet als (Zeit [Tage] mit Lenograstim minus Zeit [Tage]
mit Filgrastim). Lediglich im Falle der CD34+ Zellmobilisation wurde die Differenz
berechnet als (CD34+ Zellen/ul mit Lenograstim minus CD34+ Zellen/ul mit
Filgrastim). Dementsprechend bedeuten negative Differenzen eine Uberlegenheit
von Lenograstim, positive eine Uberlegenheit von Filgrastim (im Falle der CD34+
Zellmobilisation: negative Differenz = Uberlegenheit von Filgrastim). Zur Uberpriifung
auf eventuelle Reihenfolgeeffekte (carry-over Effekte) wurden die Paare, die
Lenograstim beziehungsweise Filgrastim zuerst erhalten hatten, mit dem Mann-
Whitney U-Test fur unpaarige Stichproben verglichen. In den Fallen, in denen mehr
als ein Wertepaar von einem Patienten erhaltlich war, wurden diese als unabhangige
Ereignisse gewertet. So ergaben sich, wenn ein Patient in Zyklus 1 das Medikament
A, in Zyklus 2 das Medikament B und in Zyklus 3 wieder das Medikament A erhalten
hatte, zwei Wertepaare, namlich Zyklen 1 vs. 2 und 2 vs. 3. Ein p<0.05 wurde als
statistisch signifikant gewertet. Eine Korrektur fur multiple Testung wurde nicht
durchgefuhrt.

Die Berechnung der Teststatistik erfolgte mit der Software SPSS 9.0.
Konfidenzintervalle und Poweranalyse wurden mit der nQuery Software berechnet.
Das Signifikanzniveau a wurde mit 0.05, die Power mit 80% festgelegt. Grafiken

wurden in SPSS und Excel erzeugt.
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4. Ergebnisse
4.1 Patienten

Die 11 Patienten erhielten insgesamt 33 Zyklen Chemotherapie und
Supportivtherapie mit rhG-CSF (2-5 Zyklen, im Median 3 Zyklen), davon 16 mit
Lenograstim, 17 mit Filgrastim. Hieraus ergaben sich 22 crossover Paare, von denen
12 Lenograstim im ersten, Filgrastim im darauffolgenden Zyklus erhielten. 10
Patienten erhielten Filgrastim zuerst, Lenograstim im nachsten Zyklus. Zur
Aufdeckung eventueller Reihenfolgeeffekte wurden die ,Lenograstim zuerst” und die
,Filgrastim zuerst® Gruppen mit dem Mann-Whitney U-Test fur unpaarige
Stichproben verglichen. Fur keinen der definierten Schwellenwerte konnte eine
Differenz zwischen den Gruppen gefunden werden. Demnach bestanden also
anscheinend keine carry-over Effekte, so dall in den weiteren Analysen die
Reihenfolge, in der die Wachstumsfaktoren gegeben worden waren, keine

Berucksichtigung finden mulf3te.

G-CSF wurde gut vertragen; schwerwiegende Nebenwirkungen, die G-CSF
zuzuordnen gewesen waren, wurden nicht beobachtet. Insbesondere traten keine
Todesfalle, keine Falle von beatmungspflichtiger Ateminsuffizienz, kein
dialysepflichtiges Nierenversagen, keine Unvertraglichkeitsreaktion im Sinne einer

schweren allergischen oder anaphylaktischen Reaktion auf.

Bei den Paaranalysen wurden bei drei Patienten geringe Differenzen zwischen den
Chemotherapien akzeptiert. Bei dem ersten Patienten wurde der erste von drei
Zyklen mit Ifosfamid, Etoposid und Vincristin um Actinomycin D erganzt. Ein weiterer
Patient erhielt abwechselnd Adriamycin und Actinomycin D zu seinem Ifosfamid,
Etoposid und Vincristin, und bei dem dritten Patienten wurden der dritte und der
vierte  Zyklus Hochdosis-Cyclophosphamid plus Etoposid um eine

Strahlenbehandlung des Lokalereignisses erganzt (Tabelle 1).

4.2  Haufigkeit, Schwere und Dauer des Zelltiefs

Bei 69% (11/16) der Lenograstim-behandelten und bei 76% (13/17) der Filgrastim-
behandelten Patienten fiel die Leukozytenzahl auf <1000/ul. In beiden Gruppen
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hatten an Tag 9 der Wachstumsfaktorenbehandlung erstmals mindestens 50% der
Patienten (10/16 vs. 10/17) diesen Schwellenwert Uberschritten (Abb. 2). 42% / 41%
(7116 vs. 7/17) der Patienten aus der jeweiligen Behandlungsgruppe fielen mit ihrer
Leukozytenzahl auf <500/ul ab (Abb. 3).

Eine Neutropenie (ANC<1000/ul) trat bei allen Patienten ein (n=30 Zyklen, 3 missing
cases). In beiden Gruppen hatten an Tag 11 erstmals >50% der Patienten diesen
Schwellenwert Uberschritten (7/13 vs. 10/17) (Abb. 4). Eine sehr schwere
Neutropenie (ANC<500/ul; n=29) wurde bei 77% (19/13) vs. 69% (11/16) der
Patienten in den beiden Gruppen beobachtet. In beiden Gruppen hatten an Tag 9
erstmals >50% der Patienten wieder einen ANC>500/ul erreicht (7/13 vs. 8/16) (Abb.
5).

Der Vergleich der Paardifferenzen ergab 0 [(-12) - 10] Tage (Median [Spannbreite])
fur den Schwellenwert Leukozytenzahl >500/pl, O [(-7) - 11] Tage fur Leukozytenzahl
>1000/ul, 0 [(-4) - 9] Tage fir den ANC >1000/ul und 0 [(-11) - 11] Tage fir den ANC
>500/ul. Box plots sind in Abbildung 7 dargestellt (Abb. 7). Dementsprechend
bestand bei der 250 ug/m? Dosierung kein Unterschied zwischen Lenograstim und
Filgrastim bezlglich der Dauer, Schwere und Haufigkeit der Leukozyto- bzw.
Neutropenie. Die Starke (,Power”) der Studie ware ausreichend gewesen, um eine
etwaige Differenz von >2 Tagen zu entdecken. Dies gilt fur alle Parameter mit
Ausnahme des Mel3punkts ANC<500/ul, fir letzteren MeRpunkt ware eine Differenz
von >3 Tagen notwendig gewesen, um einen statistisch signifikanten Unterschied zu

entdecken.

4.3  Dauer der Wachstumsfaktorentherapie

Die Behandlungsdauer mit dem Wachstumsfaktor war dieselbe fir beide
Behandlungsgruppen. Lenograstim mufte fur 125 [7 - 18] Tage (Median
[Spannbreite]), Filgrastim fur 12 [3 - 17] Tage gegeben werden. Die Paardifferenzen
betrugen 0 [(-4) - 7] Tage (Abb. 7). Ein Unterschied zwischen der Lenograstim-
behandelten und der Filgrastim-behandelten Patientengruppe konnte nicht gefunden

werden.
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Abbildung 2

Abbildung 2 zeigt den prozentualen Anteil der Patienten der jeweiligen
Therapiegruppe (Y-Achse), die zum Zeitpunkt X nach Chemotherapie den
Schwellenwert ,Leukozytopenie® (WBC<1000/ul) noch nicht tiberschritten hatten. Bei
69% (11/16) der Lenograstim-behandelten (schwarze Rhomben) und bei 76%
(13/17) der Filgrastim-behandelten (weille Dreiecke) Patienten fiel die
Leukozytenzahl auf <1000/ul. Bei beiden Gruppen hatten an Tag 9 nach Ende der
Chemotherapie erstmals mindestens 50% der Patienten (10/16 vs. 10/17) diesen
Schwellenwert (berschritten. An Tag 12 hatte der letzte der Lenograstim-
behandelten, an Tag 16 der letzte der Filgrastim-behandelten Patienten den

Schwellenwert WBC<1000/ul tiberschritten.
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Abbildung 3

Abbildung 3 zeigt den prozentualen Anteil der Patienten der jeweiligen
Therapiegruppe (Y-Achse), die zum Zeitpunkt X nach Chemotherapie den
Schwellenwert ,schwere Leukozytopenie“ (WBC<500/ul) noch nicht Uberschritten
hatten. 42%/41% (7/16 vs. 7/17) der Patienten der Lenograstim-Gruppe (schwarze
Rhomben)/Filgrastim-Gruppe (weille Dreiecke) fiel mit seiner Leukozytenzahl auf
<500/ul ab. Die Kurven verlaufen nahezu parallel. An Tag 11 hatte der letzte der
Lenograstim-behandelten, an Tag 14 der letzte der Filgrastim-behandelten Patienten

den Schwellenwert WBC<500/ul (iberschritten.
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Abbildung 4

Abbildung 4 zeigt den prozentualen Anteil der Patienten der jeweiligen
Therapiegruppe (Y-Achse), die zum Zeitpunkt X nach Chemotherapie den
Schwellenwert ,Neutropenie“ (ANC<1000/ul) noch nicht (berschritten hatten. Die
Daten der Lenograstim-Patienten sind als schwarze Rhomben, die der Filgrastim-
Patienten als weille Dreiecke dargestellt. Eine Neutropenie trat bei 100% der
Patienten ein (n=30 Zyklen, 3 missing cases). In beiden Gruppen hatten an Tag 11
erstmals >50% der Patienten diesen Schwellenwert (iberschritten (7/13 vs. 10/17).
An Tag 15 hatte der letzte der Lenograstim-behandelten, an Tag 17 der letzte der
Filgrastim-behandelten Patienten den Schwellenwert ANC<1000/ul (iberschritten.
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Abbildung 5

Abbildung 5 zeigt den prozentualen Anteil der Patienten der jeweiligen
Therapiegruppe (Y-Achse), die zum Zeitpunkt X nach Chemotherapie den
Schwellenwert ,sehr schwere Neutropenie“ (ANC<500/ul) noch nicht (berschritten
hatten. Die Daten der Lenograstim-Patienten sind als schwarze Rhomben, die der
Filgrastim-Patienten als weil3e Dreiecke dargestellt. Eine sehr schwere Neutropenie
(ANC<500/ul; n=29) wurde bei 77% (19/13) vs. 69% (11/16) der Patienten in den
beiden Gruppen beobachtet. In beiden Gruppen hatten an Tag 9 erstmals >50% der
Patienten wieder einen ANC>500/ul erreicht (7/13 vs. 8/16). An Tag 14 hatte der
letzte der Lenograstim-behandelten, an Tag 15 der letzte der Filgrastim-behandelten
Patienten den Schwellenwert ANC<500/ul tiberschritten.
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4.4  Haufigkeit, Schwere und Dauer von neutropenischen Infektionen und
infektionsassoziierten klinischen Ereignissen

Klinische Ereignisse, die per Definitionem als infektbezogen gewertet wurden,
wurden lediglich bei einer Minderheit der Patienten beobachtet, waren jedoch in
beiden Behandlungsgruppen gleich haufig. So wurde eine Infektion (CRP>5 mg/dl)
bei 33% (5/15) vs. 35% (6/17) der Patienten beobachtet, sie dauerte 5 [4 - 9] (Median
[Spannbreite]) vs. 5.5 [3 - 12[ Tage bei den Lenograstim bzw. Filgrastim behandelten
Patienten (Abb. 6).

Die mediane Paardifferenz zwischen der Lange der Infektionen war 0 Tage mit einer
Spannbreite von (-8) - 7 Tagen (Abb. 7). 58% (7/12) vs. 60% (9/15) der Patienten
erhielten Antibiotika flr im Durchschnitt 9 [1 - 12] vs. 9 [2-17] Tage (Median
[Spannbreite[). Die mittlere Differenz betrug 0 Tage, mit einer Spannbreite von (-2) -
6 Tagen (Abb. 7). 25% (3/12) vs. 50% (7/14) der Patienten wurden erneut stationar
eingewiesen bzw. primar nicht entlassen wegen Infektionen; bei diesen Patienten
dauerte die durchschnittliche Behandlung 11 [6 - 12] vs. 9 [3-14] Tage (Abb. 6).
Median [Spannbreite] der Paardifferenz bezlglich des infektionsbedingten
Krankenhausaufenthaltes betrug 0 [(-5) - 6] Tage (Abb. 7). Eine signifikante Differenz
zwischen den Gruppen gab es nicht.

45 Stammzellmobilisation

Daten zur Mobilisation peripherer Blutstammzellen konnten bei 20 der 33 Zyklen
gewonnen werden, hieraus ergaben sich 12 Paare. Die Lenograstim-behandelten
Patienten hatten im Median 3 CD34/CD45 +/+ Zellen/ul mit einer Spannbreite von
0-47  Zellen/ul.  Filgrastim-behandelte = Patienten  hatten im  Median
9,5 CD34/CDA45 +/+ Zellen/ul (Spannbreite 0-59 Zellen/pl) (Abb. 8). Im Paarvergleich
war Lenograstim dreimal Uberlegen, achtmal unterlegen, sowie einmal gleich dem
Filgrastim. Die mittlere Paardifferenz betrug 2,5 Zellen zugunsten von Filgrastim
(Abb. 9). Diese Differenz war bei enormer Streubreite der Einzelwerte nicht

signifikant.
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Abbildung 6

Dargestellt sind Haéufigkeit (links) und Dauer (rechts) der klinischen Ereignisse
sInfektion (CRP>5mg/dl)*, ,Antibiotikatherapie (Antib.)* und infektionsbedingter
Krankenhausaufenthalt (KH-Aufn./-Tage)”. Auf der linken Y-Achse ist die Inzidenz
(%), auf der rechten die Dauer (Tage) des Ereignisses dargestellt. Lenograstim-
Patienten sind durch helle, Filgrastim-Patienten durch dunkle Sé&ulen représentiert.
Die durchschnittliche Dauer eines Ereignisses wurde hier fiir die Gesamtgruppe
errechnet, d.h. auch fiir die Patienten, die negativ waren fiir das Ereignis. Zwischen
den Lenograstim- und den Filgrastim-behandelten Patienten bestand kein
Unterschied bezliglich der Schwellenwerte CRP (Inzidenz ca. 35%, Dauer ca. 2
Tage) und Antibiotikatherapie (ca. 60% / & Tage). Infektionsbedingte
Krankenhausaufenthalte waren bei 25% der Lenograstim, aber 50% der Filgrastim-
behandelten Patienten notwendig. Dementsprechend war fiir das Gesamtkollektiv
der Filgrastim-behandelten Patienten die Dauer des stationdren Aufenthalts mit
durchschnittlich 4 vs. 2 Tagen langer als fiir die Lenograstim-behandelten Patienten.
Bei Betrachtung der Krankenhausliegedauer allein der einmal stationar
aufgenommenen Patienten war der durchschnittliche Aufenthalt fiir die Filgrastim-
behandelten Patienten mit 9 Tagen jedoch kiirzer als der der Lenograstim-
behandelten Patienten (11 Tage). Die Unterschiede waren nicht signifikant.
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Analyse der Paardifferenzen: Aufeinanderfolgende Chemotherapieblécke mit
unterschiedlichen G-CSF Préparaten wurden als Wertepaare miteinander verglichen
(n=22). Die Differenzen wurden berechnet nach der Formel

A [Tage] = (Dauer mit Lenograstim [Tage] - Dauer mit Filgrastim [Tage]).

Ein positives A zeigt dementsprechend einen Vorteil des Filgrastim an und
umgekehrt. Abbildung 3 zeigt die Box Plots fiir die statistische Verteilung des A. Die
Differenzen sind auf der Y-Achse aufgetragen, die Variablen auf der X-Achse
(L/=WBC>1000/ul, [/=WBC>500/ul, [/=ANC>1000/ul, [/=ANC>500/ul, [/=Dauer
der Behandlung mit rhG-CSF, [/=CRP>5  mg/dl, [/=Dauer  der
Antibiotikabehandlung, [/=infektionsbedingter Krankenhausaufenthalt). Das mediane
A zwischen Lenograstim- und Filgrastim-behandelten Patienten war 0 Tage fiir alle
definierten Schwellenwerte. Lenograstim-behandelte Patienten unterschieden sich
von den Filgrastim-behandelten in keinem der Schwellenwerte. Die fett gedruckte
Linie steht flr den Schwerpunkt der Verteilung, der Kasten umhiillt das 25-75%
Konfidenzintervall, die Whiskers bezeichnen das 3-97% Konfidenzintervall.
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Einzelpatienten: Verteilung der in das periphere Blut mobilisierten hdmatopoetischen
Stammzellen  (CD34+/CD45+ Zellen) an Tag 10 nach Ende des
Chemotherapiekurses. Auf der Y-Achse ist die Zellzahl/ul, auf der X-Achse das rhG-
CSF Préparat dargestellt. Der Balken zeigt die mediane Stammzellzahl fiir das
jeweilige Préparat an. Lenograstim mobilisierte 0-47 Stammzellen/ul (Median: 3
Zellen), Filgrastim 0-59 Stammzellen (Median 9,65 Zellen). Bei der extremen

Streubreite der Mewerte war dieser Unterschied nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 9

Analyse der Paardifferenzen: Aufeinanderfolgende Chemotherapieblécke mit
unterschiedlichen G-CSF Préparaten wurden als Wertepaare miteinander verglichen
(n=12). Die Differenzen wurden berechnet nach der Formel

A [CD34-Zellen] = (Anzahl/ul mit Lenograstim [CD34-Zellen] - Anzahl/ul mit
Filgrastim [CD34-Zellen]).

Ein negatives A zeigt dementsprechend einen Vorteil des Filgrastim an und
umgekehrt. Abbildung 9 zeigt den Dot Plot fiir die Verteilung des A. Die Differenz
(CD34-Zellen/ul) ist auf der Y-Achse aufgetragen Das mediane A zwischen
Lenograstim- und Filgrastim-behandelten Patienten war -2,5 CD34-Zellen/ul. Der
Unterschied war bei groBer Streuung der Differenzen nicht signifikant. Die Linie gibt

den Median der Verteilung an.
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5. Diskussion
5.1  Kritische Wertung der Ergebnisse

In-vitro Studien hatten dem Lenograstim eine Uberlegenheit von mindestens 25%
bescheinigt (76,80-82). Entgegen diesen Voraussagen hat diese Studie bezuglich
der untersuchten Parameter bei einer Dosis von 250 ug/m? keinen Unterschied in der
Potenz zwischen Lenograstim und Filgrastim gezeigt. Um klinische Relevanz zu
besitzen, hatte fur eines der beiden Praparate einer der Schwellenwerte regelmafig
mehrere Tage friher erreicht oder Uberschritten werden mussen. Dies war aber nicht
der Fall, die mittlere Differenz war fir alle Schwellenwerte mit Ausnahme der
Stammzellzahl genau 0. Diese Aussage ist besonders stark fur die Schwellenwerte
WBC>1000/ul, ANC>500/ul, ANC>1000/pl, Behandlungsdauer und Dauer der
Antibiotikatherapie, da alle beziehungsweise eine gro’e Mehrheit der Patienten
dieses Kriterium erflllen. Bei Kriterien wie ANC<500/ul, Krankenhausaufenthalt und
Antibiotikatherapie, die von der Mehrzahl der Patienten nicht erfullt wird, entsteht
eine grof3e Zahl von automatischen Bindungen (0 vs, 0 Tage), was zur Negierung

eventueller Unterschiede fihren konnte.

Die Objektivitat der erhobenen Daten ist sehr hoch, ebenso war mit Ausnahme des
Merkmals ,Antibiotikatherapie das Erfullen der einzelnen Merkmale nicht von einer
subjektiven Einschatzung des Therapeuten abhangig. Nicht unproblematisch ist das
Kriterium ,CRP>5 mg/dl“. Da die Indikationsstellung fir eine Antibiotikatherapie
,subjektiv®, d.h. nach klinischer Einschatzung durch den jeweiligen Behandler, nicht
vom Erreichen eines objektiven Schwellenwertes (etwa CRP>5 mg/dl) abhangig war,
konnte moglicherweise der frihzeitige Einsatz eines Antibiotikums das Erreichen
dieses Schwellenwertes verhindern. Bei der grundsatzlichen MalRgabe, die
Antibiotikagabe bei Zelltief (WBC<1000/ul) und Fieber (T>38,5 °C einmalig oder
T>38,0 °C Uber mehr als 12 Stunden) ist ein systematischer Fehler aber sehr

unwahrscheinlich.
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Da stationare Aufenthalte in dieser Studie insgesamt eher seltene Ereignisse waren,
war die Zahl der Patienten, die stationar aufgenommen wurde, zu klein, um eine
zuverlassige Aussage darUber zuzulassen, ob diesbezuglich ein Unterschied
zwischen den beiden Praparaten vorliegen konnte. In anderen Studien wird die
Haufigkeit stationarer Aufenthalte wegen neutropenischer Infektionen mit einer
erheblichen Streubreite von 13 bis 91% - je nach Krankengut und Untersucher -
angegeben (90-94). Bei einer ahnlichen Patientengruppe wie der hier betrachteten
lag die Inzidenz neutropenischer Infektionen bei 39%, also in einer ahnlichen
Grolkenordnung wie hier, wobei allerdings nicht nach stationaren versus ambulanten
Therapien aufgeschlisselt wurde (93). In diesem Punkt ist die vorliegende Studie
nicht optimal geplant, da weder fur die Indikation zur stationaren Aufnahme noch fur
die Dauer der stationaren Therapie eindeutige Definitionen bestanden. Zusatzlich zu
der subjektiven klinischen Einschatzung des behandelnden Arztes spielten
regelmaRig soziale und logistische Erwagungen eine Rolle bei der Uberlegung, ob
eine intraven0se Antibiotikagabe ambulant oder stationar erfolgen sollte,
beziehungsweise ob eine orale Antibiotikatherapie versucht werden konnte oder eine

primare stationare Aufnahme zur intravendsen Therapie notwendig war.

Die mittlere Differenz zwischen Lenograstim- und Filgrastim-behandelten Patienten
beim Vergleich der Stammzellzahl 2,5 Zellen/ul zugunsten von Filgrastim, wahrend
sie bei allen anderen hier untersuchten Kriterien Null gewesen war. Dies konnte
einen kleinen Vorteil von Filgrastim gegenuber Lenograstim bei der
Stammzellmobilisation suggerieren. Die einmalige Bestimmung an Tag 10 wird
jedoch der Fragestellung nicht gerecht und laRt somit diese Aussage nicht zu.
Wiederholt konnte gezeigt werden, dal® die Stammzellmobilisation eine ausgepragte
Dynamik besitzt. Dieser Umstand wird durch die erhebliche Streuung der
Stammzellzahl in dieser Untersuchung reflektiert. Innerhalb der Tage, an denen der
Patient wieder mit den Leukozyten ansteigt, kann sich die Stammzellausbeute
innerhalb eines Tages vervielfachen (41,95,96). Da am Wochenende
Stammzellzahlungen nicht durchgefliihrt werden konnten, verzdgerte sich der
Abnahmezeitpunkt auflerdem um -1 Tage vor bis +2 Tage nach Tag 10. Es zeigt sich
also, dall die Stammzellausbeute vom Zelltiefverlauf einerseits, vom

Abnahmezeitpunkt andererseits abhangig ist. Verlaufsdaten aufgrund mindestens
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einmal taglicher Messungen waren demnach notwendig gewesen, um die Frage
nach der Mobilisation peripherer Stammzellen suffizient zu beantworten. Ein
derartiges Vorgehen wurde jedoch verhindert durch das Votum der Ethikkommission,
das zusatzliche, nicht unmittelbar der Therapiesicherheit dienende ambulante
Vorstellungstermine oder Blutabnahmen untersagt hatte. Die Kraft der Aussage uUber
die Mobilisation peripherer Stammzellen durch Lenograstim und Filgrastim ist
demnach als relativ gering einzuschatzen. Ein Vorteil von Filgrastim 1alt sich aus

den vorliegenden Daten keinesfalls ableiten.

5.2  Vergleich mit Vergleichsstudien anderer Arbeitsgruppen
5.2.1 In-vitro Studien

Eine in-vitro-Studie, die glycosyliertes und nicht-glycosyliertes G-CSF direkt
vergleicht, wurde 1994 von Nissen vorgelegt (76). In einem in-vitro Assay wurden
drei gesunde Knochenmarkaspirate bezlglich der  Erythrozyten- und
Granulozytenkoloniebildung bei verschiedenen G-CSF Konzentrationen verglichen.
Fir beide Praparate zeigte sich eine ausgepragte, zu sattigende Dosis-
Wirkungskinetik. Das Plateau der maximalen Wirkung war fir beide Praparate gleich,
wurde jedoch mit Filgrastim bei einer doppelt so hohen Dosis erreicht wie mit
Lenograstim; fur eine halbmaximale Wirkung war sogar eine 20-fach hdhere
Konzentration Filgrastim notwendig. Dieser Unterschied war signifikant. Auch die
Grole der Kolonien war bei Lenograstim glnstiger. Pharmakokinetische
Untersuchungen wurden in dieser Studie nicht durchgefuhrt, so dal® Uber die
Ursachen dieser erheblichen Potenzunterschiede nur spekuliert werden kann. Der
Autor diskutiert insbesondere eine moglicherweise verbesserte Resistenz gegen

ungunstige pH-Werte und Temperaturen sowie Protease-Degradation (76).

Ein Jahr spater folgte die Untersuchung von Mire-Sluis et al. (80). In insgesamt 29
Labors wurden verschiedene G-CSF Praparationen, darunter Filgrastim und
Lenograstim, einer Vielzahl von unterschiedlichen Bio- und Immunoassays
unterzogen. Ubereinstimmend ergab sich fiir Lenograstim eine gréRere Potenz bei

der Proliferationsstimulation. Die GrofRe des Unterschiedes variierte erheblich, im
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Mittel wurde eine 25% groRere Potenz von Lenograstim gezeigt. Ahnliche

Ergebnisse konnten auch von Pedrazzoli et al. (81) gezeigt werden.

Decleva et al. (97) verglichen die Wirkung von Lenograstim und Filgrastim auf die
Superoxid-Produktion von Neutrophilen in vitro. G-CSF alleine konnte keine
vermehrte Superoxid-Produktion auslésen, jedoch potenzierte es die Neutrophilen
aktivierende Wirkung der etablierten Neutrophilen-Stimulatoren
Tumornekrosefaktor a (TNF-a) und N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP).
Hierbei verstarkte eine Prainkubation mit Lenograstim die Wirkung von fMLP und

TNF-a geringfugig starker als mit Filgrastim (+7% und +15%, p<0.05).

Ubereinstimmend fanden die zitierten Arbeitsgruppen im in-vitro System eine
grolkere Potenz, d.h. Aktivitat pro Gewicht, des Lenograstim. Eine ursachliche
Begrundung diese Umstandes konnte jedoch zu diesem Zeitpunkt nicht geliefert
werden. Bereits 1990 hatten Oh-Eda et al. (67) eine physikalische Konsequenz der
O-Glycosylierung von G-CSF beschrieben, die mdgliche Auswirkungen auf dessen
Potenz haben kdnnten. So schien die Glycosylierung die Bildung von Homodimeren
und Homopolymeren zu reduzieren, was die Verfugbarkeit an funktionellem G-CSF

verbessern konnte.

Ono et al. beschriecben 1994 (98) eine Stabilisierung von G-CSF durch die
Glycosylierung gegen alkalische pH-Werte und hohe Temperaturen. Hier wurden
Lenograstim und deglycosyliertes Lenograstim miteinander verglichen. Als
Mechanismus wurde entsprechend den oben zitierten Vorarbeiten von Oh-Eda (67)
die Verminderung der Homodimerisierung von glycosyliertem G-CSF im Vergleich zu
nicht-glycosyliertem G-CSF unter diesen Bedingungen identifiziert. In dieser Studie
konnten erstmals auch pH- und temperaturabhangig verminderte Aktivitdten von
nicht-glycosyliertem G-CSF im Vergleich zu glycosyliertem G-CSF gezeigt werden.
So war nach 2 Tagen bei 37 °C noch rund 70% der Aktivitat des glycosylierten, aber
weniger als 40% der Aktivitat des nicht-glycosylierten G-CSF nachweisbar; die
Aktivitat verringerte sich weiter bei zunehmenden Temperaturen. Nach zweitagiger
Inkubation bei 37 °C und pH-Werten von 7 bzw. 8 war die Aktivitat des intakten
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Lenograstim nur geringflgig vermindert, wahrend die Aktivitat des deglycosylierten

Lenograstim auf 50% bzw. 10% reduziert war.

Die Bedeutung des Verlusts von G-CSF durch Proteinolyse konnte von Querol et al.
(82) in vitro geflhrt werden. Die Konzentration von nicht-glycosyliertem G-CSF fiel
erheblich schneller ab als die von glycosyliertem. Durch tagliches Nachimpfen der
Kulturmedien mit G-CSF konnte die ungunstigere Proliferationsrate bei nicht-

glycosyliertem G-CSF fast vollstandig ausgeglichen werden.

Fur die in-vitro Unterschiede in der Wirkung zwischen glycosyliertem und nicht-
glycosyliertem G-CSF ist somit insbesondere die verbesserte Halbwertszeit des
glycosylierten Molekuls im Kulturmedium verantwortlich. Da durch die langsame
Freisetzung des G-CSF nach subcutaner Injektion beziehungsweise durch die
kontinuierliche intravendse Infusion eine gleichmalige Abgabe von G-CSF ins Blut
gewahrleistet ist, auRerdem in vivo Temperatur und pH-Wert in sehr engen Grenzen
konstant gehalten werden, konnte moglicherweise die geringere biochemische
Stabilitdt von nicht-glycosyliertem G-CSF in vivo nur eine geringe Rolle spielen.
Pharmakokinetische Daten sowie in-vivo Vergleichsstudien konnten diese Frage

beantworten.

5.2.2 Tierversuche

Nohynek et al. (84) von Rhoéne-Poulenc Rorer verglichen die Stimulation der
Granulozytopoese mit glycosylietem und nicht-glycosylietem G-CSF bei
Cyclophosphamid-behandelten und bei unbehandelten Ratten. Durch die
Behandlung mit Cyclophosphamid wurde eine Reduktion der Leukozytenzahl, jedoch
keine Leukozytopenie (WBC<1000/ul) gemaly der WHO-Definition erzielt. Die Ratten
erhielten an 4 aufeinanderfolgenden Tagen glycosyliertes oder nicht-glycosyliertes
G-CSF. In beiden Gruppen wurde der Leukozytennadir an Tag 4 erreicht, an Tag 12
wurden in beiden Gruppen Leukozytenzahlen wie vor Therapiebeginn erzielt. Unter
sehr hohen Dosen von G-CSF (100 ug/kg), nicht aber unter der niedrigeren Dosis
(30 pg/kg) wurden mit Lenograstm an Tag 6 signifikant hdhere

Gesamtleukozytenzahlen erreicht, dies bewerten die Autoren als einen Vorteil
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zugunsten des Lenograstim. Bezuglich der Zelltiefdauer, der Kinetik des
Wiederanstiegs der Leukozyten und des Erreichens der Ausgangsleukozytenzahl
bestand jedoch kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen, weder bei einer
Dosierung von 30 pg/kg noch bei einer Dosierung von 100 ug/kg, und beide Gruppen
zeigten ein Wiederansteigen der Leukozytenzahl einen Tag vor den unbehandelten

Kontrollen.

Tanaka et al. (85) verglichen pharmakokinetische Daten  sowie
Gesamtleukozytenzahlen bei gesunden Cynomologus-Affchen, die mit 1000, 1500,
3000 oder 5000 ng/kg Filgrastim, Lenograstim oder Nartograstim (ein mutiertes,
nicht-glycosyliertes G-CSF) subcutan oder intravends behandelt worden waren. Bei
i.v.-Injektion war bei gleicher Dosis bei Lenograstim die Clearance signifikant groRer,
die AUC und die Plasmahalbwertszeit entsprechend signifikant geringer als bei
Filgrastim. Die intravendse Injektion stellt in der Klinik allerdings kein ubliches
Verfahren dar. Bei subcutaner Gabe war die AUC von Filgrastim nur geringfugig,
aber nicht signifikant groRer als bei Lenograstim, die Bioverfugbarkeit war mit rund
40% identisch. Bezuglich des untersuchten klinischen Parameters fur die relative
biologische Aktivitat zeigte sich fur alle Substanzen eine erhebliche
Dosisabhangigkeit. Die Kinetik des Leukozytenanstiegs wie auch die maximale
Leukozytenzahl waren bei gleichen Dosen jedoch gleich. In dieser
tierexperimentellen Studie fand sich also flr die drei G-CSF Praparate eine

dosisaquivalente biologische Aktivitat.

5.2.3 Kilinische Studien

Zur Mobilisation von peripheren Blutstammzellen durch G-CSF liegen funf
Vergleichsstudien vor. Vergleichsstudien bezuglich anderer biologischer Parameter
der G-CSF Wirkung gibt es nicht.

Haglund et al. untersuchten 1996 (86) in einer cross-over Studie an 32 gesunden
Mannern die Wirkung von 10 ug/kg Lenograstim vs. Filgrastim fur eine Dauer von 5
Tagen. Es fand sich ein Vorteil zugunsten von Lenograstim bezuglich der

Progenitorzellzahl im Blut von rund 25%, dieser Unterschied war signifikant.
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Eine ahnliche Studie wurde von Watts et al. (51) durchgefihrt; 20 mannliche
Freiwillige wurden fur 6 Tage mit subcutanen Gaben von 5 ug/kg Lenograstim oder
Filgrastim behandelt. Untersucht wurden die maximale Leukozytenzahl, die Zahl der
CD34+ Zellen, die Anzahl an GM-CFC sowie G-CSF Plasmaspiegel. Die
Lenograstim-behandelten Probanden erreichten geringfigig hdhere maximale
Leukozytenzahlen und im Mittel rund 20% hohere maximale GM-CFC. Die CD34-
Zellzahl war im Gegensatz zu der o.g. Studie von Hgglund, die 25% hodhere
Progenitorzellzahlen gefunden hatte, nicht signifikant unterschiedlich. Nach der
ersten G-CSF Dosis wurden die G-CSF Plasmaspiegel verglichen. Hier zeigte sich
ein 20% hoherer Spitzenspiegel und eine 18% groRere AUC bei den Filgrastim-
behandelten Probanden; dieser Unterschied war signifikant. Als Erklarung
spekulieren die Autoren, dal® die Rezeptoraffinitdit von Lenograstim hoher sein
konnte. Wichtig ist in diesem Zusammenhang allerdings, dal® die Plasmaspiegel von
G-CSF erheblich von der Zahl der Neutrophilen abhangt (99). Dies spielt
insbesondere bei nicht-neutropenischen Patienten eine grof3e Rolle und flhrt dazu,
dall die G-CSF Plasmakonzentration von Tag zu Tag abnimmt (100,101). Serielle
Messungen waren daher gerade bei diesem Kollektiv von gesunden, ausgepragt
neutrophilen Patienten vonnoten gewesen, um zu zeigen, ob tatsachlich mit

Filgrastim konstant hohere Plasmaspiegel erzielt werden.

Schigdt et al. (87) untersuchten an einer nicht-randomisierten Gruppe von autologen
Stammzellspendern mit malignen lymphozytaren Erkrankungen die Mobilisation von
hamatopoetischen Stammzellen in das Blut. Sie fanden keinen Unterschied in der
Zahl der mobilisierten Stammzellen im Blut, in der Zahl der durch Apherese
entnommenen Zellen, noch in der Kinetik der Mobilisation. Zum selben Ergebnis, d.h.
kein Unterschied in der Potenz der beiden Praparate, gelangte die Arbeitsgruppe von
Saccardi (102), die eine ahnliche Vergleichsstudie an einer Gruppe von

Brustkrebspatientinnen durchgefuhrt hatte.

De Arriba et al. (88) untersuchten an einer Gruppe von Brustkrebspatientinnen
Dosen von 0,84 ME unter Berucksichtigung der aus in-vitro Experimenten gewonnen

Umrechnungsfaktoren flr biodquivalente Dosen. Dementsprechend wurden
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8,4 ug/kg Filgrastim und 6,4 uyg/lkg Lenograstim verwendet und die
Mobilisationseffizienz verglichen. Die mittlere CD34+ Zellkonzentration war bei den
Filgrastim-behandelten Patientinnen hoher, es waren bei den Lenograstim-
behandelten Patientinnen mehr Apheresen und eine langere G-CSF Behandlung
notwendig, bis eine ausreichende Zahl von Stammzellen gesammelt worden war.
Diese Unterschiede zugunsten von Filgrastim waren alle nicht signifikant; eine

Poweranalyse wurde nicht durchgefuhrt.

Diese Ergebnisse ziehen die Gultigkeit der Umrechnung von bioaquivalenten Dosen
im Verhaltnis 1:1,25 (Lenograstim : Filgrastim) zumindest flr neutropenische
Patienten in Zweifel. Der Faktor Neutropenie spielt bei diesem Problem sicher eine
nicht zu unterschatzende Rolle, da die Bindung des G-CSF durch die Neutrophilen
der wesentliche negative Rickkopplungsmechanismus auf die Plasmakonzentration
des G-CSF ist (99). Dementsprechend sind bei neutropenischen Patienten die
Plasmaspiegel regelhaft signifikant hoher als bei Patienten mit normalen oder hohen

Neutrophilenkonzentrationen (101).

5.3 Bedeutung der Ergebnisse flr die Behandlung der Neutropenie

Nach den Untersuchungen an gesunden Probanden beziehungsweise am
Affenmodell ist eine groRere Potenz von Lenograstim gegenuber Filgrastim bei der
Stammzellmobilisation beim Gesunden moglich, wenn auch nicht bewiesen.
Bezuglich der Mobilisation von Stammzellen bei Krebspatienten hingegen bestehen
keine Hinweise auf eine Uberlegenheit von Lenograstim. Untersuchungen zur
vergleichenden Wirkung auf die Dauer und Schwere der chemotherapieinduzierten

Neutropenie liegen mit Ausnahme der oben diskutierten Studie an Ratten keine vor.

Die vorliegenden Ergebnisse der in-vitro Studien wirden eine grofRere Potenz von
Lenograstim suggerieren, allerdings konnen die in-vivo Untersuchungen diese
Erwartung nur sehr bedingt bestatigen. In der hier vorliegenden Studie konnte
gezeigt werden, dal® zwischen Lenograstim und Filgrastim kein klinisch relevanter
Unterschied bezlglich der Verkirzung oder Abmilderung der

chemotherapieinduzierten Neutropenie und ihrer infektiologischen Folgen besteht.
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Diese Ergebnisse sind kompatibel mit den anderen Untersuchungen an
Krebspatienten, bei denen ebenfalls kein Unterschied durch die Glycosylierung hatte
gezeigt werden konnen. Die Diskrepanz zu den in-vitro Studien a3t sich
mdglicherweise durch die geringere Stabilitdt von Filgrastim im Zellkulturmedium
erklaren. Eine Ursache flr die Diskrepanz zu in-vivo Untersuchungen an Gesunden,
so diese denn besteht - immerhin sind die Ergebnisse der in-vivo Studien nicht
eindeutig, konnte an der erheblich durch die Neutrophilenzahl beeinfluten
Pharmakokinetik (99,101) zugunsten hdherer Wirkspiegel bei der Krebspatienten
liegen. Wiurde glycosyliertes rhG-CSF weniger effektiv von den Neutrophilen
neutralisiert, konnte dies eine etwas bessere CD34+ Ernte und hohere maximale
Leukozytenzahlen gerade bei Probanden mit sehr hohen Leukozytenzahlen erklaren.

Dieser Unterschied kdme in der Neutropenie nicht zum Tragen.

In der vorliegenden randomisierten cross-over Studie zwischen Lenograstim und
Filgrastim konnte bei gleicher Dosis kein Unterschied in der Wirkung auf die
Verkurzung des Zelltiefs festgestellt werden. Ebenso waren klinische Ereignisse mit
Bezug zu neutropenischen Infektionen nicht signifikant unterschiedlich haufig oder
langwierig. Unsere Daten legen nahe, dal} die in-vitro Biodaquivalenz von 1 pug
Lenograstim und 1,25 pg Filgrastim sich nicht auf neutropenische Patienten
ubertragen lalkt. Im Gegenteil bestehen in einer Dosierung von 250 pg/m?
Lenograstim und Filgrastim keine oder zumindest keine Kklinisch relevanten
Unterschiede in der Dosis-Wirkungs-Beziehung bezuglich der Kriterien
Neutrophilenengraftment und neutropenische Infektion. Aus den Daten kann
abgeleitet werden, dall Lenograstim und Filgrastim bei dieser Indikation gleich
dosiert werden durfen. Die Auswahl des Praparates konnte nach der Ampullengréfie
in Relation zu Korperoberflache oder -gewicht des Patienten ausgewahlt werden,

sowie nach individueller Vertraglichkeit und Behandlungskosten.
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6. Liste der verwendeten Abkiirzungen

ANC absolute neutrophil count, absolute Neutrophilenzahl (Zellen/pl)

CD- cluster of differentiation

CFU-G colony-forming unit granulocyte, kolonieformende Einheit Granulozyt

CGD-Syndrom
CRP

EDTA

FACS

G-CSF

WBC

chronic granulomatous disease, septische Granulomatose
C-reaktives Protein

Ethylendiamintetraacetat, Chelatbildner

fluorescence assisted cell sorting, DurchflulRzytometrie

Granulocyte  colony-stimulating  factor,  Granulozytenkolonie-
stimulierender Faktor

white blood count, Leukozytenzahl (Zellen/pl)
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9. Zusammenfassung

Glycosylierter versus nicht-glycosylierter Granulozyten-Kolonie stimulierender

Faktor (G-CSF) - Untersuchungen zur Dosisaquivalenz

Ergebnisse einer prospektiven randomisierten Moncenterstudie

Stephan Silbermann

Die Verflugbarkeit des hamatopoetischen Wachstumsfaktors Granulozytenkolonie-
stimulierender Faktor (G-CSF) hat durch die Verkirzung der Chemotherapie-
induzierten Neutropenie die infektionsbedingte Morbiditdt von onkologischen
Patienten reduziert. Zwei rekombinante G-CSFs, eines glycosyliert, das andere nicht,
stehen flr die klinische Anwendung zur Verfligung. In vitro besitzt das glycosylierte
G-CSF, Lenograstim, eine 25% groRere Bioaktivitdt, wahrend klinische Studien
bezlglich der differenziellen Potenz bei der Stammzellmobilisation uneindeutige
Ergebnisse lieferten. Eine klinische Studie, die die Beeinflussung von Neutropenie
und neutropenischer Infektion vergleichend mif3t, gab es bisher nicht. Aus diesem
Grunde wurde eine prospektive, randomisierte crossover Studie an Kindern mit
Chemotherapie-induzierter Neutropenie durchgefihrt. G-CSF (250 pg/m?) wurde
nach Ende des Chemotherapiezyklus begonnen und so lange gegeben, bis an drei
aufeinanderfolgenden Tage ein WBC>1500/pl erreicht wurde. 33 G-CSF Zyklen von
11 Patienten (16 Lenograstim, 17 Filgrastim) wurden analysiert. Sie wurden
ausgewertet bezuglich der Dauer der sehr schweren (ANC<500/ul, 9 vs. 9.5 Tage,
Lenograstim vs. Filgrastim, median) und schweren Neutropenie (ANC<1000/ul, 11
vs. 11 Tage), Infektionen (CRP>5 mg/dl, 5 vs. 5.5 Tage), infektionsbedingter
Krankenhausaufenthalt (11 vs. 9 Tage) und Antibiotikabehandlung (9 vs. 9 Tage).
Die statistische Auswertung durch Paarvergleich konnte zwischen den beiden
Behandlungsgruppen keinen Unterschied zeigen, die mediane Differenz bezuglich
aller Endpunkte war Null. Zumindest bei einer Dosis von 250 ug/m? scheinen die
beiden G-CSF Praparate die gleiche pro-ug Aktivitat und den gleichen klinischen
Effekt zu haben.

Dusseldorf, im Februar 2001 P.D. Dr. W. Nurnberger



