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ALL
AML
BMI
Ca
CLL
eSp
G-CSF
NHL
KG

KO
MCL
M. Hodgkin
MM
mSp
PBSC

WHO

Akute lymphatische Leukamie

Akute myeloische Leukamie

Body Mass Index
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Chronische lymphatische Leukamie
Einmalspender
Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
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1.1 Hintergrund und Ziele

Die autologe hamatopoetische Stammzelltransplantation dient der Wiederherstellung
der hamatopoetischen Funktion bei Patient/innen, die zuvor eine Hochdosischemo-
oder Radiotherapie erhalten haben oder an malignen hamatopoetischen
Erkrankungen leiden. Diese Stammzellen befinden sich hauptsachlich im
Knochenmark und mussen aus diesem in das periphere Blut mobilisiert werden, um
eine Sammlung (Apherese) vor der knochenmarktoxischen Therapie zu ermoglichen.
Ziel dieser Studie ist es, patientenspezifische und diagnoseunabhangige Parameter
herauszufiltern, die eine erfolgreiche Mobilisation der Stammzellen negativ
beeinflussen. Ein Algorithmus dieser Parameter soll eine Aussage hinsichtlich des
Aphereseergebnisses ermdglichen und so eine Minimierung der Apheresezyklen

bewirken.

1.2 Methode

In dieser Studie wurden retrospektiv 302 Apheresezyklen aus den Jahren 2009 bis
2011 ausgewertet, die sich auf 177 Patient/innen (111 Manner, 66 Frauen) mit

maligner Diagnose verteilen.

Die Patientenparameter wurden zunachst tabellarisch erfasst, um sie im Anschluss
statistisch auszuwerten. Dazu wurden mit dem Statistikprogramm SPSS 20. (SPSS
Inc., Chicago, IL) Kreuztabellen der potenziellen pradiktiven Faktoren Geschlecht,
Alter, BMI und CD34"-Ausgangswert erstellt. Die ZielgroRen waren die Anzahl der
Apheresensitzungen und der CD34%-Ertrag. Ein moglicher Zusammenhang der
genannten Variablen mit den ZielgroRen wurde statistisch gepruft. Im Anschluss
wurde mit dem t-Test fir verbundene Stichproben eine mogliche CD34-

Ertragssteigerung mittels Plerixafor Uberpruft.

1.3 Ergebnisse und Beobachtungen



Als pradiktiver Faktor flr einen Aphereseerfolg mit reduzierter Anzahl an Sitzungen
und erhéhtem CD34"-Ertrag wird lediglich der CD34-Ausgangswert bezeichnet. Das
Geschlecht, das Alter und der Body Mass Index der Patient/innen standen in keinem
statistisch  signifikanten Zusammenhang mit der bendtigten Anzahl an

Apheresensitzungen und dem CD34"-Ertrag.

Bei Patient/innen, die zunachst unzureichend konventionell mobilisiert werden
konnten, zeigte die nachtragliche Gabe von Plerixafor eine signifikante CD34"-
Erhéhung im CD34*-Ausgangswert, in der CD34*-Zwischenmessung und im finalen
CD34"-Ertrag.

1.4 Praktische Schlussfolgerungen

Ein Algorithmus mit weiteren pradiktiven Parametern, der eine reduzierte Anzahl an
Aphersensitzungen und einen hdheren CD34°-Ertrag vorhersagt, konnte nicht
formuliert werden. Eine individuelle Vorhersage fur den Ertrag an hamatopoetischen
Stammzellen wird lediglich anhand des CD34"-Ausgangswertes gemacht. Nur mit
dieser Messgrofle konnen potenzielle Mobilisierungsversager herauskristallisiert
werden und mit dem effektiveren jedoch kostspieligeren Wirkstoff Plerixafor im
Vorfeld mobilisiert werden. Die Effektivitdt des Medikaments konnte statistisch

nachgewiesen werden.

2. Einleitung



2. 1 EinfUhrung

Die autologe Stammzellspende ist im Rahmen der Therapie von hamatologischen
und onkologischen Erkrankungen unverzichtbar und hat heute die invasivere
Knochenmarkentnahme  weitgehend ersetzt®.  Wenn die Tumore mit
Chemotherapien und Strahlentherapien vorbehandelt werden, reduziert diese
Therapie die Anzahl der malignen Zellen und greift gleichzeitig das gesunde
Knochenmark an, in dem hauptsachlich die Hamatopoese stattfindet. Die
Aufrechterhaltung der Blutbildung kann bei den Tumorpatient/innen gesichert
werden, indem man vor der Behandlung gesunde hamatopoetische Stammzellen
und Vorlauferzellen aus dem peripheren Blut mittels einer Stammzellapherese
entnimmt und diese nach der Chemo- oder Strahlentherapie den Patient/innen

zuruck transplantiert.

Voraussetzung fur eine erfolgreiche autologe Stammzellapherese ist eine
ausreichende Ausschwemmung der Stammzellen aus dem Knochenmark ins Blut.
Diese sogenannte Mobilisation an CD34"-Zellen kann durch eine zytostatische
Chemotherapie, durch Wachstumshormone oder eine Kombination beider unterstutzt
werden. Ist die Ausbeute an Stammzellen bei der ersten Entnahme zu gering, folgt
ein Entnahmezyklus mit mehreren Apheresen. Der kostenaufwendige Vorgang ist fur
die Patient/innen langwierig, durch die medikamentdse Begleittherapie mit
Nebenwirkungen behaftet und mit groRer korperlicher Anstrengung fur die

Patient/innen verbunden.

Diese retrospektive Datenanalyse untersucht patientenspezifische Parameter, die
eine  mehrfache = Stammzellapherese  bedingen. Ziel der vorliegenden
wissenschaftlichen Arbeit ist es, die bendtigten Apheresezyklen besser zu
prognostizieren oder sie sogar mit dem gezielten Einsatz von Pramedikation zu
minimieren, um so primar die Patient/innen zu schonen und die Therapiekosten zu
reduzieren. Verschiedene Faktoren beeinflussen nach dem momentanen
Kenntnisstand den Erfolg der Apherese. So wurde ein spezielles Augenmerk auf den
Einfluss des Body Mass Index der Patient/innen, des Geschlechts und des Alters
gelegt. Zusatzlich wurde die Auswirkung des Ausgangswertes an CD34 *- Zellen und
die Effektivitat der medikamentosen Mobilisierungsmethoden beleuchtet.

2.2 Die Hamatopoese und die Stammzelle
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Um die Mdglichkeit der Transplantation von Stammzellen zu verstehen, missen wir
einen kurzen Umriss der Hamatopoese, der allgemeinen Bildung der Blutzellen und
der hamatopoetischen Stammzellen einfigen. Man teilt die Stammzellen in adulte
und embryonale Stammzellen ein. In dieser Studie liegt der Fokus auf den adulten
Stammzellen. Die Hamatopoese findet hauptsachlich im menschlichen Knochenmark
statt, da sich nach der Geburt die Mehrzahl der blutbildenden Stammzellen im
Knochenmark aufhalt und nur wenige, ca. 0,1 % Blutstammzellen bezogen auf die
Gesamtzellzahl des Blutes, in die Blutzirkulation gelangen’®'®. Der Vorgang der
Blutbildung ist charakterisiert durch die Entwicklung von reifen Blutzellen aus einer
sogenannten pluripotenten hamatopoetischen Stammzelle®’. Diese pluripotente
Stammzelle besitzt die Fahigkeit zur Selbsterneuerung oder zur Differenzierung und

56,92 Im

sorgt so =zeitlebens flr eine geregelte Blutbildung beim Menschen
Knochenmark selbst existieren verschiedene hamatopoetische Vorlauferzellen in
verschiedenen Differenzierungsgraden mit verschiedener Entwicklung, entweder in
Richtung Erythropoese, Lymphopoese, Granulopoese oder Megakaryopoese®’.
Dementsprechend kann die hamatopoetische Stammzelle an sich als undifferente
ruhende Zelle mit hohem Potential zur Wiederbesiedlung angesehen werden, so
dass theoretisch die Transplantation einer einzigen pluripotenten Stammzelle
ausreichen sollte, um langfristig die Wiederbesiedlung zu initieren”®. Diese
Vermutung konnte anhand eines Experimentes mit Mausen gezeigt werden. Hier war
eine einzelne frlihe Stammzelle in der Lage das gesamte hamatopoetische System
des Tieres wiederherzustellen®®. Hamatopoetische Wachstumshormone im
Knochenmark, die von Stroma- oder Endothelzellen gebildet werden, ermoglichen
die Bildung von Blutzellen und den Erhalt von Stammzellen im Knochenmark''®. Fiir
die Differenzierung von Granulozyten und Monozyten sind hauptsachlich die drei
Wachstumshormone Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF, ,Colony
forming unit granulocyte®), Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
(GM-CSF) und das Interleukin-3 (IL-3) beteiligt™®.

2.3 Historischer Uberblick

Ein Exkurs in die Historie skizziert die Entwicklung von der Entdeckung der
Stammzelle bis hin zur erfolgreichen Transplantation. Maximow beschrieb im Jahre
1909 als erster die Pluripotenz von hamatopoetischen Stammzellen und legte somit

den Grundstein fur die Idee der Knochenmarktransplantation als Therapie von
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malignen und nicht-malignen Erkrankungen'®. In den 50er Jahren wurde der
Gedanke verfolgt, dass gewisse Zellen als Saat fur die Rekolonisation von
myeloidem und lymphoidem Gewebe eingesetzt werden kénnten’. 1962 stellten
Goodman und Hodgson Erythrozyten und Leukozyten in letal bestrahlten Mausen
fest, die zuvor allogen gespendet und transplantiert wurden®. In einem
Hundeversuch fand John A. Cavins heraus, dass das periphere Blut primitive Zellen
enthalt, die in der Lage sind, das Knochenmark zu besiedeln und dessen Funktion
wiederherzustellen??. Man nahm langsam an, dass die Zelllinien der Lymphopoese,
Erythropoese, Granulopoese oder Thrombopoese durch ihre Vorlaufer
wiederhergestellt werden konnten oder in der Lage seien, sich aus einer
multipotenten Zelle zu differenzieren. In beiden Fallen fanden die Forscher die
Terminierung Stammzelle gerechtfertigt’. Diese Stammzellen wurden erneut im
zirkulierenden Blut der Mause nachgewiesen. Zusatzlich beobachteten die Forscher,
dass sich die Anzahl der Stammzellen nach der Radiotherapie reduzierte’. Die
Studie am Menschen wurde durch das Fehlen eines direkten Assays fur die primitive
pluripotente Stammzelle lange Zeit behindert®. Erste Ruckschliisse (iber die
pluripotenten Stammzellen wurden gezogen, als bei immunsupprimierten
Patientenfallen das Anwachsen nach der Transfusion von Buffy-Coat im peripheren
Blut erkannt wurde’. Parallel entdeckten McCredie und seine Wissenschaftler im
peripheren Blut des Menschen mononukleare Zellen, die im Klonogenitatsassay
hamatopoetische Kolonien bilden konnten®®. 1976 erforschte Richman mit seinen
Mitarbeitern die Wirkung von Standarddosis-Chemotherapie wahrend der Phase der
Leukozytenerholung. In seinen bahnbrechenden Beobachtungen schildert Richman,
dass es nach Durchschreiten des Tiefstwerts der Leukozyten zu einem Anstieg der

zirkulierenden Vorlauferzellen im peripheren Blut kame'%

. In den 80iger Jahren
kristallisierte sich das Wachstumshormon G-CSF (granulocyte colony stimulating
factor) in seinem Effekt der Mobilisierung von peripheren Stammzellen besonders

heraus®.

Es waren auch die 80er Jahre, in denen schlieBlich der regulare Gebrauch von
peripheren Blutstammzellen flr Transplantationen eingeflhrt wurde. Seit 1990 hat
die Anzahl der autologen Transplantation die der allogenen Transplantationen
iibertroffen'®'. Die reduzierte Zeit fir das Heranwachsen der Zellen, die relative
einfache Kollektion und die mogliche Reduzierung des Risikos einer akuten

Transplantat-Wirt-Reaktion sind Faktoren, die eine autologe Transplantation
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begiinstigen*'"®

. Seit 1993 wurden periphere Blutstammzellen im Rahmen der
autologen Transplantationen haufiger benutzt als Knochenmark. So ist die
Verwendung von hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen aus dem
peripheren Blut (Peripheral Blood Derived Haematopoetic Stem and Precursors Cells
(PBSPCs)) zu einer routinemalig eingesetzten Methode im klinischen Alltag
geworden und stellt neben der Nierentransplantation die am haufigsten

durchgefiihrte Transplantation dar'.

2.4 CD34

Im aulleren Erscheinungsbild ahneln die peripheren Blutstammzellen den weil3en
Blutzellen (Abbildung 1). Unreife, hamatopoetische Zellen tragen jedoch den
Zelloberflachenmarker CD34". Dieses Merkmal beschrieb Curt Civin bereits 1984,
als er die Anreicherung sehr frih koloniebildender Vorlauferzellen mit Hilfe von
Antikdrpern markierte und benannte das stammzellassoziierte Oberflachenantigen
CD 34" (CD = cluster of differentation)®®. Bis auf Endothelzellen im Kapillarium und
Fibroblasten ist diese CD34"-Expression auf hadmatopoetische Vorluferzellen im
Knochenmark begrenzt und somit zur Zeit der wichtigste ,Marker fir periphere
Blutstammzellen. Die Anzahl der CD34"-Zellen wird benutzt, um die Anzahl von
peripheral blood progenitor cells (PBPCs) zu definieren®®*%4%° Der Nachweis CD34-
positiver hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen im Blut wird mittels
Durchflusszytometrie erbracht (Abbildung 2)%®. Die Bestimmung der CD34*-Zellen ist
heute der wichtigste Parameter in der Blutstammzelltransplantation zur Vorhersage
des Aphereseerfolges und zur Ermittlung der Transplantatdosis'®. Durch die
Ubertragung von CD34"-Zellen in letal bestrahlte Empfanger konnte die
Hamatopoese stabil wiederhergestellt werden™. Vor jeder Transplantation wird das
Transplantat deshalb auf den Gehalt an CD34"-Zellen gepriift, um eine
Mindestanzahl dieser Zellen zu sichern. Weniger als 10% der CD34"-Zellen sind so
genannte ,pluripotente” Zellen und koénnen zur dauerhaften Rekonstruktion aller
Zellreihen der Hamatopoese beitragen''®'"®. Die CD34*-Zahl gilt bis heute als

Pradiktor fir das Engraftment.

Der Zielwert fur die mobilisierten und gesammelten Zellen im Rahmen der autologen

Transplantation liegt bei mindestens = 2.0 x 10° CD34*Zellen/kg KG des Empfan-
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gerss‘zg. Denn fur ein gesichertes Anwachsen der Hamatopoese bei einer autologen
Stammzelltransplantation wird ein Minimum von 2,0 x 10° CD34"Zellen/kg KG
benétigt und ein Optimum von 4,0 x 10° CD34"Zellen/kg KG angestrebt'®. Eine
hohere CD34*-Zahl (> 4-6 x 10° CD34" Zellen/kg KG) verbessert die Uberlebens-
wahrscheinlichkeit'?*'”. Eine CD34"-Zelldosis > 4,2 x 10° CD34"Zellen/kg KG hat
eine schnellere lymphozytare Immunrekonstruktion am Tag +30 nach
Stammzelltransplantation und ein vermindertes Rezidivrisiko zur Folge®. Erhdht man
die Kollektion von CD34"-Zellen auf > 5 x 10° CD34*Zellen/kg KG, so wird mit hoher
Wahrscheinlichkeit der Krankenhausaufenthalt der Patient/innen gekurzt, die Anzahl
der Blutprodukte bei NHL-Patient/innen verkleinert und das Engraftment auf 10 Tage

verkiirzt 76,132,12,124_

vc'-'u

Abb. 1: Morphologie von CD34-positiven Zellen %8 (mit freundlicher Genehmigung des Autors).

10° %

CD34 PE-Fluoreszenz

0 SSC 1023

Abb. 2: Nachweis CD34-positiver hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen im Blut mittels
Durchflusszytometrie. Darstellung der CD34-Expression in Abhangigkeit von der Granularitat®® (mit

freundlicher Genehmigung des Autors).

2.5 Gewinnung von Stammzellen
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Die hamatopoetischen Stammzellen kdnnen direkt nur operativ unter Vollnarkose
aus dem Knochenmark entnommen werden. Die hamatopoetischen Progenitorzellen
jedoch zirkulieren im peripheren Blut (engl. Hematopoietic Progenitor Cells, HPC)

und kénnen somit ambulant ohne Narkose gesammelt werden.
2.5.1 Knochenmarkentnahme vs. Periphere Stammzellapherese

Der entscheidende Vorteil der autologen Apherese von peripheren Stammzellen
gegenuber der Knochenmarksentnahme von Stammzellen ist das schnellere
Engraftment und als Konsequenz geringere Komplikationen. Die Dauer der Aplasie
nach einer Hochdosistherapie wird durch die Transplantation von peripheren
Blutstammzellen geringer #""">"""12% |m peripheren Blut befinden sich zudem mehr
CD34"-Zellen und reifere Vorstufen der hamatologischen Zellreihen®"”®. Weiterhin

ergaben Untersuchungen eine Kostenreduktion von bis zu 25% °9113104,

2.5.2 Autologe vs. allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation

Bei der hamatopoetischen Stammzellentransplantation kdnnen Spender und
Empfanger identisch sein (autolog). Die Stammzellen kdnnen, wie bereits erwahnt,
im peripheren Blut oder Knochenmark entnommen werden. Spender und Empfanger
konnen aber auch genetisch differente Personen sein. Diese Stammzellen kdnnen
dann im peripheren Blut, im Knochenmark oder in der Nabelschnur gesammelt
werden. Jahrlich werden mehr als 35 000 autologe Stammzelltransplantationen
weltweit durchgefiihrt?. In Europa waren es im Jahre 2009 16591 Patient/innen , die
autologe Blutstammzellen gespendet haben. Die Herkunft der gesamten
hamatopoetischen Stammzellen verteilte sich laut statistischer Erhebung der
European Bone and Marrow Transplantation wie in der Tabelle 1 dargestellts.
Danach wurden von den 11442 europaweit durchgefuhrten autologen
Stammzellspenden im Jahre 2009 bereits 8119 durch eine Apherese der
Stammzellen im peripheren Blut durchgefuhrt. In nur 2569 autologen
Stammzellspenden wurden die Stammzellen der Patient/innen direkt dem

Knochenmark entnommen.

Tabelle 1: Anzahl der autologen und allogenen Stammzellspenden in Europa im Jahre 2009 mit

Benennung der Entnahmequellen der hdmatopoetischen Stammzellen (EBMT Activity Survey 2009) 6
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EBMT Activity survey on HSCT in 2009:
donor type and source

Source

Donor BM PBSC Cord Total
Allogeneic total 2569 8119 754 11442
HLA-id 1292 3564 46 4902
HLA-nid 155 475 7 637
Syngeneic 7 23 0 35
Unrelated 1115 4052 701 5868
Autologous 142 16447 2 165¢1

The European Group for Blood and Marrow Transplantation

Die steigende Zahl der autologen Stammzellspende basiert vor allem auf der
Tatsache, dass die Patient/innen nach einer autologen Stammzellspende im
Vergleich zu allogen transplantierten Patient/innen verringerte Ruckfallraten und ein

verlangertes leukamiefreies Uberleben haben’":86:101

. AulRerdem wird die Haupt-
komplikation der allogenen Spende, die ,graft-versus-host‘-Krankheit, ein Aquivalent
zur Abstol3ungsreaktion bei Organtransplantation, ausgeschlossen. Auch die bei der

«11,84 Und das

allogenen Transplantation zu 50% auftretende ,veno-occlusive-disease
hamolytisch-uramische Syndrom'® werden umgangen. Das Hauptrisiko der
autologen Stammzellapherese ist die Kontamination des Stammzelltransplantats mit

residuellen Leukamiezellen.

2.6 Mobilisation

16



Wegen der Adhasionsmechanismen zwischen den Stammzellen und dem
Knochenmarkstroma zirkulieren nur wenige Stammzellen im Blut®*''?'%  Die
hamatopoetischen Progenitorzellen konnen jedoch aus dem Knochenmark mittels
bestimmter Stimuli herausgelockt werden. Das Vermehren der Stammzellen und
Progenitorzellen im peripheren Blut wird ,Mobilisation® genannt und gilt als
Grundlage fir die autologe und allogene Transplantation'"””. Bereits 1976
erforschten Richman et al., dass mittels Cyclophosphamid zirkulierende Progenitor-
zellen im peripheren Blut nachweisbar waren'®2. Mit der Zeit wurde die Dosis des
Cyclophosphamids auf 7 g/m? KO erhéht, was jedoch eine erhdhte Mortalitat mit sich
brachte®®. Mit dem Ziel die Effektivitat der Mobilisation nicht mit der Erhéhung der
Mortalitat zu steigern, forschten Wissenschaftler nach Alternativen zum
Cyclophosphamid. Die seit 1960 bereits bekannte Wirkung von Wachstumsfaktoren®
wurde nochmals aufgenommen. Drei Methoden der Mobilisation sind im
gegenwartigen klinischen Alltag usus: Der Einsatz von Zytostatika (Cyclo-
phosphamide), hamatopoetischen Wachstumsfaktoren (G-CSF, flt-3 Ligand und IL-
12) und Chemokinen (IL-8). Die Kombination aus Chemotherapie und Wachstums-
faktoren kann die Anzahl der im Blut zirkulierenden Blutstammzellen um den Faktor
1000 steigern® und somit die Anzahl der benétigten Apheresen vermindern'®. Seit
September 2009 stellte der Wirkstoff Plerixafor (Mozobil®) eine neue Therapieform
zur Mobilisierung der Stammzellen dar. Das neue Medikament wird nur in
Kombination mit G-CSF verabreicht. Plerixafor erhoht den Ertrag an CD34-Zellen.
Weiterhin gelang die erfolgreiche Mobilisierung bei Patient/innen, die zuvor mit G-
CSF alleine oder in Kombination mit Chemotherapie nicht mobilisiert werden

konnten'?3114,

2.6.1 Mobilisation mit G-CSF
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G-CSF wird als Goldstandard zur Mobilisierung von hamatopoetischen Stammzellen
betrachtet'®’® und ist im klinischen Alltag der am haufigsten benutzte Induktor der
hamatopoetischen Stammzell-Mobilisation'®®®. Allerdings reagieren die Patient/innen
sehr individuell auf die Gabe des G-CSF mit sehr individuellem Anstieg der
zirkulierenden Progenitorzellen'®. Im Vergleich zu unbehandelten Patient/innen
konnte bei G-CSF-stimulierten Patient/innen ein Anstieg um circa das 80fache an
CD34"-Zellen im peripheren Blut erreicht werden'®?*®. Trotzdem reagieren circa 5-
30% der Patient/innen nicht auf die Gabe von G-CSF alleine oder in Kombination mit
einer Chemotherapie mit dem gewiinschten Anstieg der CD34"-Zellen®®. Der humane
Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor (Abk. G-CSF aus dem Englischen
Granulocyte-Colony Stimulating Factor) ist ein korpereigenes Peptidhormon, das aus
178 Aminosauren besteht, die in vier Helices gefaltet sind, eine Molekilmasse von
19,6 kDA besitzt und im menschlichen Koérper hauptsachlich von Makrophagen
produziert wird®'. Im Knochenmark wird durch G-CSF die Reifung der Granulozyten
beschleunigt und deren Mobilisierung aus dem Knochenmark geférdert'?®. Die zur
Mobilisation verwendeten Wachstumshormone sind heutzutage mit Hilfe
rekombinanter DNA-Technologie hergestellt und wurden im Jahr 1991 (Filgrastim),
erzeugt in E.coli Bakterien, erstmals in den USA fur die klinische Anwendung
zugelassen. 1993 folgten in Europa und Japan die Zulassung fur das zweite Produkt
(Lenograstim). Das wurde in immortalisierten Ovarialzellen vom chinesischen
Hamster gezichtet. Eine eingefligte Kohlenhydratkette macht es dem humanen G-
CSF noch ahnlicher” . Nach und wahrend der Behandlung mit G-CSF klagten

80% der Patient/innen iber Knochenschmerzen*” 134115,

2.6.2 Mobilisation mit Chemotherapie

Der Mechanismus der Mobilisation von Stammzellen mittels Chemotherapie ist
immer noch unklar'®. Jedoch zeigten die Patient/innen nach Uberwindung einer
Myelosuppression einen voriibergehenden Anstieg der CD34"-Zellzahl im peripheren
Blut'®%. Um die Ausbeute an CD34'-Zellen zu steigern, wurde die Cyclo-
phosphamid-Dosis um bis zu 7 g/m? KO gesteigert. Allerdings stieg bei diesem Wert
die Mortalitat der Patient/innen Uberproportional mit, weswegen man die Erhdhung
der Dosis schnell verwarf®®. Die cytotoxische Mobilisierung beginnt 11 — 14 Tage vor
der Apherese, wohingegen die Mobilisierung mit G-CSF nur funf Tage vor

Apheresebeginn startet. Die langere Vorbehandlung bedeutet fur die Patient/innen
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eine zusatzliche physische und psychische Belastung. Aullerdem kann diese

Mobilisierung das Knochenmark angreifen®’.
2.6.3 Mobilisation mit der Kombination G-CSF und Chemotherapie

Patienten, die nur G-CSF erhalten haben, konnen wesentlich weniger PBPCs
mobilisieren als diejenigen, die G-CSF und Chemotherapie erhalten haben®. Die
Kombination G-CSF und Cyclophosphamide kann die Ausbeute der CD34"-Zellen im
peripheren Blut bis um den Faktor 1000 steigern53. So zeigt die Studie von Ammen
et. al., dass eine reine G-CSF-Mobilisation ca. 2,2 x 10° CD34'Zellen/kg KG
erbrachte, wohingegen die zusatzliche Gabe von Cyclophosphamiden eine Erhdhung
des CD34"-Ertrages auf 3,6 x 10° CD34"Zellen/kg KG erméglicht?>. Weiterhin wird
Uber eine Verminderung infektioser Komplikationen von 24% auf 7%, einem
Ruckgang der Plattchentransfusion von 43% auf 13% und einer rascheren Erholung

von Granulozyten im Vergleich zur alleinigen cytotoxischen Mobilisation berichtet®.

2.6.4 Mobilisation mit Plerixafor

Plerixafor ist ein bizyklisches Molekul ursprunglich entwickelt zur Therapie von
human immunodeficiency virus infection-Patienten (HIV-Patienten). In vitro Studien
zeigen, dass dieses Medikament CXCR4 inhibitieren kann®®. Der Chemokinrezeptor
CXCR4 ist ein Transmembranprotein der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und
wird haufig von einer Vielzahl von Zelltypen einschliel3lich hamatopoetischer,
Endothel-, Stroma,- und neuronaler Zellen exprimiertgo. Dieser Chemokinrezeptor ist
hauptverantwortlich fur das Halten der hamatopoetischen Stammzellen im
Knochenmark’®'%. Fiir eine erfolgreiche Mobilisation der CD34"-Zellen aus dem
Knochenmark brauchte man einen Antagonisten zum CXCR4, der die Chemotaxis
der CXCR4-Zellen zu dem auf dem Knochenmark produzierten SDF-1/CXCL12
unterbricht'®.
reversibel die Bindung von SDF-1 zum CXCR4 und setzt so die CD34"-Zellen aus

dem Knochenmark frei in die periphere Blutzirkulation, um so die Kollektion der

Wie in Abbildung 3 schematisch dargestellt blockiert Plerixafor

Stammzellen zu ermdglichen®. Der CXCR4-Inhibitor verstérkt also den Effekt von G-
CSF®. Plerixafor und G-CSF mobilisieren die peripheren Blutstammzellen auf
unterschiedliche Weise. So konnte festgestellt werden, dass Plerixaformobilisierte
Zellen angereichert waren mit B-Zellen, T-Zellen und Mastzellen und G-CSF-

mobilisierte  Zellen  angereichert mit neutrophilen und  mononuklearen
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Phagozytenzellen. Beide zusammen zeigten Zellen, die von keinem alleine
hervorgebracht wurden®. Plerixafor wird in einer Dosierung von 0,24 mg/kg KG 12h

vor der geplanten Apherese subkutan verabreicht®®

. Nebenwirkungen traten bis jetzt
selten auf, die dann auch tolerierbar waren®*%. Als haufigste Nebenwirkung wurden
Hautreaktionen an der Einstichstelle und Diarrhoe benannt, welches bei fast 1/3 der

t20

Patient/innen auftrat". Andere Autoren betonen, dass Plerixafor einen minimalen

Effekt auf die roten Blutzellen und Plattchen hatte, jedoch eine Anamie oder

7521 Das Medikament ist sehr

Thrombozytopenie bei 3-6% der Patienten erzeugte
kostenaufwendig. Deshalb sollte eine Risikostrategie ausgearbeitet werden, welche
Patienten herauskristallisiert, die stark gefahrdet sind, zu wenige CD34-Zellen (unter
10x10%1 nach vier Tagen Filgratism) zu mobilisieren. Das Ergebnis kénnte eine
Kostenersparnis von 19300 $ / Patient/in sein mit einer erfolgreichen Reduktion von
Mobilisationsversagern'®’. Ein Pilotstudie beschrieb 2005 die Apherese von 15 Non-
Hodgkin’s Lymphoma Patienten und 10 Patienten, die an multiplen Myeloma
erkrankt waren. In allen Fallen mobilisierte G-CSF in Kombination mit Plerixafor mehr
CD34" Zellen als G-CSF alleine, unabhéngig vom initialen Regime. Ein Sammlung
von mindestens 5 x 10° CD34'Zellen/kg KG wurden bei 80% der Patient/innen
(20/25) mit der Kombination der beiden Medikamente erreicht, zum Vergleich erzielte
G-CSF alleine bei nur 32% (8/25) diesen Aphereseerfolg. Bei 100% der Patienten
(25/25), die zuvor Plerixafor in Kombination mit G-CSF erhalten hatten, konnten
2x10° CD34*Zellen/kg KG gesammelt werden, wihrend die Mobilisierung nur mit G-

CSF bei nur 64% (16/25) diese Zellanzahl erzielte*.

Abb. 3: Wirkmechanismus von Plerixafor [Lapidot T and Petit I, Exp Hematol. 2002]145
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2.7 Apherese

Nach der erfolgreichen Mobilisierung der Spender/innen folgt die Apherese. Der
Begriff ,Apherese” ist griechischen Ursprungs und kann mit ,wegnehmen® Ubersetzt
werden. Hierbei werden einem Blutspender Blutzellen selektiv weggenommen.
Dieses Blutkonzentrat kann durch Filtration, Zentrifugation oder durch eine
Kombination beider Verfahren entsprechend nach dem spezifischen Zellgewicht in
seine einzelnen Zellbestandteile separiert werden®®. So werden aus dem
antikoagulierten Vollblut selektiv Zellen gesammelt und die nicht bendtigten
Blutbestandteile dem Spender wieder zurlckgeflhrt. Der Zellseperator IBM 2990
ermdglichte vor circa 40 Jahren die erste Lymphozytapherese64. Im Anschluss
wurden Gerate entwickelt, die aus Granulozytenkonzentraten Stammzellen isolieren
und herausfiltern konnten®®. Die Patient/innen werden entweder iiber eine geeignete
periphere Vene oder uUber einen zentralvendsen Katheter an die Zellseparatoren
angelegt. Abhangig von FlieRgeschwindigkeit und umgesetzten Blutvolumen dauert

eine Apheresesitzung bis zu 4 Stunden.
2.8 Stammzelltransplantation

Um fur eine Krankheitsentitat die Indikation flr eine Hochdosis-Therapie mit
anschlieBender autologer Stammzelltransplantation zu rechtfertigen, mussen aus-
reichend Studien den Benefit der Patient/innen im Vergleich zu der bis dato
konventionellen Therapie belegen. Im Laufe der Jahre wurde das Behandlungs-
spektrum immer weiter ausgebreitet (Tabelle 2). Inzwischen wird die autologe
Stammzelltransplantation bei diversen hamatopoetischen Systemerkrankungen mit
kurativer Absicht eingesetzt’’. Es werden aber auch zunehmend Patient)innen
palliativ behandelt, um den Krankheitsverlauf zu verzégern und die Uberlebenszeit
zu verlangern. Dies gilt fir die myeloablative Therapie mit autologer Transplantation
bei chronischer myeloischer Leukdmie, multiplem Myelom und bestimmten soliden

Tumoren’’.
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2.8.1 Hauptindikationen fir die Stammzelltransplantation

Die Hauptindikationen fur die Stammzelltransplantation sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Hauptindikationen zur Hochdosischemotherapie mit autologer peripherer Stammzell-

transplantation129

Erkrankung Stadium/Risiko Stellenwert | Alternativen
HDC

Akute myeloische | 1.Vollremission Standard HLA-identische Geschwister-
Leukamie (Standardrisiko) Transplantation
Akute myeloische | 1.Vollremission (Hochrisiko) | Standard HLA-identische oder partiell identische
Leukamie Geschwister-Transplantation
Akute lymphatische | 1.Vollremission (Hochrisiko), | Standard HLA-identische oder partiell identische
Leukamie 2.Vollremission Geschwister-Transplantation
Morbus Hodgkin Therapieversager  Rezidive | Standard Konventionelle = Chemotherapie, HLA-

(nicht Spatrezidive) identische Geschwister-Transplantation
Hochmaligne Hochrisiko, Therapieversager | Standard Konventionelle =~ Chemotherapie, HLA-
Lymphome Rezidive identische identische Geschwister-
Niedrigmaligne Fortgeschrittene, Stadien, | Standard Konventionelle Chemotherapie
Lymphome junges Patientenalter
Plasmozytom Fortgeschrittene Stadien Standard Konventionelle Chemotherapie
Ovarialkarzinom Fortgeschrittene Stadien Offen Konventionelle Chemotherapie

Keimzelltumor,  nicht | Therapieversager, Rezidive | Standard Konventionelle Chemotherapie
seminomatos

Eine Ubersicht Uber die HA&ufigkeit der autologen Transplantationen in den
verschiedenen europaischen Landern im Jahre 2009 liefert die Graphik der
Abbildung 4. Danach wurden 2009 in Deutschland Uber 300 Stammzell-

transplantationen pro 10 Millionen Einwohnern durchgefihrt.

HSCT - rates in Europe 2009

Total autalogous
transplants per 10 million
2009

[ 9 or no report
] 1-50

Il 51-150

Il 151- 300

I - 300

Eé—g" >

Abb. 4: Haufigkeit der autologen Transplantationen in Landern Europas im Jahre 2009 "
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2.9 Pradiktive Faktoren

In der Literatur werden diverse Faktoren benannt, die den Aphereseerfolg
beintrachtigen konnen. Die Zeitspanne zwischen Erstellung der Diagnose und dem
Beginn der Kollektion von autologen Stammzellen ist einer der pradiktiven Faktoren.
Unterschritt diese zwei Monate so war die Stammzellkollektion erfolgreicher72.
Anzahl und Intensitdt der Chemo- und Strahlentherapie minderten ebenfalls den

Aphereseerfolg® ™’

. Weiterhin bedingte auch die Diagnose an sich eine variable
Mobilisierbarkeit der hamatopoetischen Stammzellen®”. Mehr als vier Chemo-
therapien und die Diagnose eines non-Hodgkin Lymphoms wirkten sich ebenfalls
negativ aus®. Ein Vergleich der mdglichen Mobilisierung der myeloiden Progenitor-
zellen im Blut mittels G-CSF bei chemo- und radiovorbehandelten Krebspatient/innen
und bis dato unbehandelten Krebspatient/innen unterstrich die Vermutung, dass bei
unbehandelten Patient/innen die Stammzellkollektion deutlich héher ausfiel'®. Wurde
durch die Diagnose und Vorbehandlung das Knochenmark stark beschadigt,

1232 1n einer

erschwerte dieser Umstand die Mobilisierbarkeit der Patient/innen
Studie mit gesunden Probanden, die alle mit G-CSF mobilisiert wurden,
beobachteten die Autoren, dass die mannlichen Probanden eine héhere Ausbeute an
CD34"-Zellen erzielten. Hingegen wurde das weibliche Geschlecht, hoheres Alter,
ein vendser Zugang und eine hdhere Flussrate signifikant 6fter mit einer niedrigeren
Ausbeute an CD34*-Zellen bei der ersten Apherese assoziiert'*’. Andere sahen das
weibliche Geschlecht eher im Vorteil im Bezug auf die CD34*-Ausbeute®. Das
Gewicht spielte eine entscheidende Rolle?. Ein hoherer BMI konnte das Risiko einer
geringeren Ausbeute mindern™®°. Junge Patient/innen, die sich der Apherese im
frihen Krankheitsstadium unterzogen, hatten die besten Aussichten auf eine gute
Mobilisierbarkeit**. Uberschritten die Patient/innen 65 Jahre, so schwand deren
Aussicht auf eine erfolgreiche Mobilisation®. In anderen Studien wurde beobachtet,
dass der Einfluss des Alters mit der Lange der Vorbehandlung abnahm. Dauerte
diese langer als 12 Monate, verschwand der Einfluss des Alters ganz. Dabei war
nicht die sinkende Anzahl der Zellen entscheidend, sondern die abnehmende
funktionelle Kapazitat®. Ein weiterer pradiktiver Faktor ist der Ausgangswert von
CD34"-Zellen vor Apheresebeginn. Um > 2,5 x 10° CD34"Zellen/kg KG zu erbeuten,
sollte der Ausgangswert bei mindestens 50/ul im peripheren Blut liegen®®. Andere
Autoren setzten die Ausgangszahl der CD34"-Zellen auf > 34/ul herab, um beim

ersten Apheresezyklus mindestens 2 > 10° CD34*Zellen/kg KG zu sammeln®,
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3. Fragestellung

Ziel dieser Studie soll es sein, Faktoren herauszufiltern, die Mobilisierungsversagen
minimieren und eine ausreichende Aphereseausbeute sichern. Eine unzureichende
Mobilisierung bedeutet fur Patient/innen, dass eine Transplantation nicht moglich ist
und sich folglich die bendtigte Hochdosischemotherapie verzoégert. Des Weiteren
mulssen bei unzureichender Erstapherese mehrere Apheresezyklen durchgeflhrt
werden, welche fur die Patient/innen mit enormen korperlichen Anstrengungen
verbunden sind, da der Prozess der Apherese mehrere Stunden dauert. Sollten auch
diese Aphereseversuche scheitern, folgt die Knochenmarkentnahme, welche die
Risiken einer Vollnarkose-Operation birgt. Die haufig wiederholten Behandlungs-
einheiten bedeuten einen Mehraufwand fur das Klinikpersonal, langere Wartezeiten
fur die noch zu behandelnden Patient/innen (begrenzte Anzahl an Apherese-

einheiten) und hohe Klinikkosten.

Ein Algorithmus, der patientenspezifische Parameter einbezieht, soll eine Aussage
hinsichtlich des Aphereseergebnisses ermdglichen und so eine Minimierung der
Apheresezyklen bewirken. Um einen solchen herzuleiten, werden die retrospektiv
gesammelten Daten auf eine mogliche Effektivitatssteigerung im Rahmen der
autologen Stammzellspende gepruft. Ansatz sind die verschiedenen Parameter, die
positiv beeinflusst werden kénnen und so zu einem hdheren Ertrag an CD34"-Zellen
pro Kilogramm Korpergewicht und Zyklus fuhren. Bei den patientenspezifischen
Parametern sind besonders das Geschlecht und das Alter von Interesse. Zusatzlich
wird der Body Mass Index berechnet, um eine Malizahl zu erhalten, die das
Kdérpergewicht eines Menschen in Relation zu seiner Koérpergrof3e angibt (BMI =
K('jrpermasse/KE)rpergrt'>f3,e2 [kg/mz]). Diese patientenspezifischen Parameter konnen
jedoch nur selten verandert werden, um auf diese Weise eine mdglichst schonende
Apherese zu erreichen. Deshalb werden im Anschluss die medikamentosen
Mobilisierungsmoglichkeiten beleuchtet. Wohlmdglich konnen durch eine alternative,
wohl Uberlegte Mobilisierung der CD34-Zellen aus dem Knochenmark in das
periphere Blut im Vorfeld unglnstige Patientenparameter umgangen und so die
Anzahl der Aphereszyklen gering gehalten werden. Zusatzlich wird die Bedeutung

des CD34"-Ausgangwertes im Hinblick auf die Ausbeute analysiert.
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Diese Studie soll folgende Fragen beantworten:

1.) Besteht ein Zusammenhang zwischen dem Alter, dem Geschlecht und dem
Body Mass Index der Patient/innen und der Anzahl der bendtigten
Apheresezyklen, um die angeforderte CD34"-Zellzahl zu sammeln?

2.) Besteht ein Zusammenhang der genannten Parameter mit dem finalen CD34"-
Ertrag?

3.) Inwiefern kann der Ausgangswert der CD34"-Zellen der Patient/innen als
Pradiktor fur eine erfolgreiche Apherese betrachtet werden?

4.) Kann durch die gezielte Mobilisation mit Plerixafor (Mozobil®) eine gesteigerte

Kollektion von CD34"-Zellen erméglicht werden?

4. Material und Methode
4.1 Allgemeines

Nach der Durchsicht von Akten und Computerinformationen lie3en sich definierte
Variablen von insgesamt 177 Patient/innen (111 Manner, 66 Frauen) mit malignen
Erkrankungen erfassen, die mittels einer Hochdosischemotherapie behandelt werden

mussten.

Erhoben wurden die Daten der Patienten und Patientinnen, die in den Jahren 2009 -
2011 in dem Institut fir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika des
Universitatsklinikums Dusseldorf vorstellig wurden und sich einer oder mehreren
Stammzellapheresen unterzogen haben, um autolog Stammzellen zu spenden
(Aktenzeichen bei der Ethikkommisson der Heinrich-Heine-Universitat im Rahmen
der ethischen und rechtlichen Beratung: 3623). Die Stammdaten und klinischen
Parameter der Patient/innen wurden zunachst in einer Excel-Datei notiert und

deskriptiv analysiert.

Auf die 177 Patienten und Patientinnen verteilten sich insgesamt 302 Aphereszyklen.
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4 .2. Patientencharakteristika
4 .21 Geschlecht, Alter, Gewicht, GroRe und BMI

Wegen der unterschiedlichen Mobilisierbarkeit und Ausbeute von CD34"-Zellen
werden die Patient/innen in der Ergebnisbetrachtung in zwei Gruppen eingeteilt.
Besonderes Interesse dieser Studie gilt der Studiengruppe, deren Patient/innen sich
mehrfach einer Apherese unterziehen mussten, um die fur die Therapie bendtigte
Stammzellenanzahl zu spenden. Diese erste Gruppe (n= 77) wird im Folgenden als
.Mehrfachspender” (Abklrzung: mSp) bezeichnet. Zunachst werden die allgemeinen
Anamneseangaben des Geschlechts, des Alters, des Gewichts und der GroRe
betrachtet. Zusatzlich zu diesen Parametern wird der Body-Mass-Index nach der
Vorgabe der ,World Health Organization“ berechnet. Um die mdgliche Einfluss-
variable ,Geschlecht® zu analysieren, wird die Gruppe der Mehrfachspender
detailliert hinsichtlich des Geschlechts betrachtet. Fiir eine bessere Ubersicht eignet
sich die Darstellung in Tabelle 3.

Tabelle 3: Zusammensetzung des Patientenkollektives der ,Mehrfachspender (mSp)

mannlich | Weiblich | Gesamt
Geschlecht n=48 |n=29 |n=77
Durchschnittsalter [Jahre] |50 58 53
Median Alter [Jahre] 50 59 61
Range Alter [Jahre] 22-64 34-71 22-71
Durchschnittsgewicht [kg] |87 70 81
Median Gewicht [kg] 133 70 80
Range Gewicht [kg] 55-180 [45-90 |45-180
DurchschnittsgroRe [cm] [ 179 167 175
Median GroRe [cm] 182 157 163
Range GroRe [cm] 167-198 | 155-180 | 155-198
Durchschnitts-BMI [kg/m?] | 27 25 26
Median BMI [kg/m?] 27 24 28
Range BMI [kg/m?] 17-50  [16-37 |16-50

Dieser Gruppe werden die Patienten und Patientinnen gegenulber gestellt, bei denen
eine Apheresebehandlung ausreichte, um die angeforderte Zahl an CD34"-Zellen fiir
die anstehende Therapie zu sammeln. Diese zweite Gruppe (n= 100) wird im

Folgenden als , Einmalspender® (Abkurzung: eSp) bezeichnet (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Zusammensetzung des Patientenkollektives der ,Einmalspender” (= eSp)

mannlich | Weiblich | gesamt
Geschlecht n=63 |n=37 |n=100
Durchschnittsalter [Jahre] |52 57 54
Median Alter [Jahre] 58 57 58
Range Alter [Jahre] 20-70 28-72 |20-72
Durchschnittsgewicht [kg] | 79 66 74
Median Gewicht [kg] 85 59 69 kg
Range Gewicht [kg] 57-110 |45-90 |45-110
DurchschnittsgroRe [cm] (177 165 173
Median GroRe [cm] 172 160 161
Range Grof3e [cm) 160-198 | 150-185 | 150-198
Durchschnitts-BMI [kg/m?] | 25 24 25
Median BMI [kg/m?] 29 23 26
Range BMI [kg/m?] 16-34 [20-35 [16-35

Um das Gewicht der Patient/innen in Relation zur GrofRe betrachten zu koénnen,
werden die Patient/innen hinsichtlich des BMI genauer untersucht. Dabei werden alle
Patient/innen in 4 Gewichtsklassifikationen (nach WHO, Stand 2008) unterteilt und in
der Tabelle 5 aufgeflhrt.

Tabelle 5: Kategorisierung der Patient/innen nach dem BMI

%mz] Kategorie mSp komplett m (mSp) w (mSp) eSp komplett m (eSp) w (eSp)
16-18,5 Untergewicht 5 2 3 2 2 0
18,5-25 Normalgewicht 33 20 13 56 31 25
25-30 Ubergewicht 23 15 36 26 10
30-40 Adipositas 16 11 5 6 4 2
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4.2.2 Verteilung der Apheresezyklen

Die 77 Mehrfachspender/innen unterzogen sich insgesamt 302 Apheresezyklen. Die
genaue Verteilung hinsichtlich des Geschlechts und der bendtigten Apheresenanzahl
|&sst sich Ubersichtlich wie in Tabelle 6 darstellen.

Tabelle 6: Bendtigte Apheresezyklen der Mehrfachspender/innen

Apheresezyklen | Patientenzahl | % der gesamten |m |w
(n=77) mSp-Patient/innen

2 45 582718

3 22 29113] 9

4 6 81 6| 0

5 3 4| 1| 2

7 1 1111 0

4.2.3 Diagnose

Eine weitere Variable, die nicht beeinflusst werden kann, ist die Erkrankung der
Patient/innen. Die haufigsten malignen Erkrankungen, die eine autologe Apherese
zur Sicherung der Hamatopoese erfordern, wurden bereits in der Einleitung erwahnt.
Die Verteilung und die Haufigkeit der Diagnosen innerhalb der beiden untersuchten

Patientengruppen zeigt die Tabelle 7.

Tabelle 7: Diagnosen des Gesamtpatientenkollektivs

Diagnose mSpm w eSpm w
ALL 0 4
AML
Burkitt-Lymphom
CLL

Ewing-Sarkom
Follikulares Lymphom
Grauzonenlymphom
Hoden — Ca
Lymphom

M. Hodgkin
Mantelzell-Lymphom
MCL

MM

NHL

Sarkom
Teratokarcinom
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4.2.4 Mobilisierung

Zur Standardtherapie der Stammzellmobilisierung wurde eine konventionelle
kombinierte Therapie aus Chemotherapie und hamatopoetischen Wachstums-
faktoren gewahlt. Das Oxazaphosphorin Cyclophosphamid (Endoxan®) war bei
insgesamt 57 der 77 mSp-Patient/innen (74%) und bei 87 der 100 eSp-Patient/innen
(87%) das Mittel der Wahl. Das Cyclophosphamid wurde 10 bis 14 Tage vor der
geplanten Stammzellapherese an zwei aufeinanderfolgenden Tagen in der Dosis
2000 mg/m?KO — 4000 mg/m?KO intravends injiziert. Zusatzlich wurde den
Patient/innen das Wachstumshormon G-CSF, meist in pegylierter Form
(Pedfilgrastim/Neulasta®) in der Dosis 6mg subcutan injiziert, da dieses Praparat im
Vergleich zur unmodifizierten Form (Filgrastim/Neupogen®) eine langere
Halbwertszeit besitzt und so eine einmalige Gabe und dadurch eine reduzierte
Belastung des Patienten mit erhéhter Compliance und kontinuierlich hohem G-CSF-
Spiegel ermdglicht*®.

Bei 10 Patient/innen wurde die Mobilisierung der Stammzellen lediglich durch die
Stimulation mit dem Wachstumshormon G-CSF erreicht. In diesen Fallen wurde den
Patient/innen nicht pegyliertes Granozyte 34 in Kombination mit der einmaligen Gabe
von pegylierter Form (Neulasta®) verabreicht. Weiterhin wurde bei 23 Patient/innen
Plerixafor eingesetzt. Die Patienten und Patientinnen erhielten jeden Tag eine
morgendliche Dosis von 10 mg/kg G-CSF an 4 aufeinander folgenden Tagen vor der
ersten Plerixafor-Dosis und an jedem Morgen vor der Apherese. Die empfohlene
Dosis fur Plerixafor von 0,24 mg/kg KG wurde den Patienten/innen mittels

subkutaner Injektion 12 Stunden vor Einleitung der Apherese gegeben.

Die verabreichte Medikation zur Mobilisierung der CD34%-Zellen wurde in den

Aphereseprotokollen benannt und ist in der Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle 8: Verteilung der medikamentdsen Mobilisierung der CD34°-Zellen innerhalb des

Patientenkollektivs

Mobilisation mSp|m |w |[eSp|m |W

Cytotoxisch 57 3512287 |55]32

Steady State (G-CSF) | 4 2 |2 |6 4

G-CSF + Plerixafor 16 1115 7 4 3
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4.2.5 CD34"-Ausgangswert und CD34"-Ertrag

Die klinisch bedeutsamste Messgréfe fur die Ertragsbestimmung an Stammzellen ist
die Anzahl der CD34"-Zellen am Ende der Apheresesitzung. Die Spannweite des
durchschnittlichen CD34"-Ausgangswertes erstreckt sich zwischen 227,87/l Blut in
der eSp-Gruppe und 16,9/ul Blut bei Patient/innen in der mSp-Gruppe, die 4mal und

ofter apheresiert werden mussten (Abbildung 5).

CD34*-Ausgangswert
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Anzahl der Apheresezyklen

Abb. 5: Graphische Darstellung der Verteilung des Ausgangwertes von CD34-Zellen (Zellen/ul). Auf
der horizontalen Achse sind die Patient/innen nach jeweils benétigten Apheresesitzungen gruppiert. In
der Datenreihe ist der zugehdrige durchschnittliche Ausgangswert beziffert. Die eSp-Gruppe wird in

der Graphik griin dargestellt.

Der durchschnittliche Ertrag der CD34*-Zellen erstreckt sich von 14,22 x 10° CD34"
Zellen/kg KG innerhalb der eSp-Gruppe und 1,92 x 10° CD34"Zellen/kg KG innerhalb
der mSp-Gruppe bei den Patient/innen, die mindenstens 4 mal apheresiert wurden
(Abbildung 6).
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Abb. 6: Graphische Darstellung der Verteilung des finalen Ertrages an CD34"-Zellen (Anzahl CD34"-
Zellen x 106/kg KG). Auf der horizontalen Achse sind die Patient/innen erneut nach jeweils bendtigten
Apheresesitzungen gruppiert. In der Datenreihe ist der zugehérige durchschnittiche CD34"-Ertrag

beziffert. Die eSp-Gruppe wird in der Graphik griin dargestellt.

30



Um eine statistische Korrelation zwischen dem Ausgangswert an CD34"-Zellen, dem
Ertrag der CD34"-Zellen und der Anzahl der Apheresezyklen vorzunehmen, werden
die Patient/innen der mSp-Gruppe nach dem Ausgangswert an CD34"-Zellen in vier

Gruppen aufgeteilt und in der Tabelle 9 aufgefuhrt.

Tabelle 9: Die Patient/innen der mSp-Gruppe werden nach dem Ausgangswert an CD34"-Zellen in
vier Gruppen kategorisiert. Der durchschnittiche CD34"-Ertrag und die durchschnittliche benétigte

Apheresenanzahl wurden fir die einzelnen Gruppen mit aufgefiihrt.

Anzahl Patient/innen Ausgangswert CD34" mittlerer -CD34"-Ertrag mittlere-
(Anzahl Zellen/plIBlut) (106CD34+ZeIIenlkgKG) Apheresenanzahl

11 (14 %) bis 10/l 1,39 3,25
44 (58%) 11-30/ 2,25 2,66
16 (21%) 31-50/pl 4,42 2,2

5 (7%) ab 51 /ul 11,29 2,2

Bei einem Patienten konnte der Ausgangswert der CD34"-Zellen nicht benannt

werden, daher betragt hier die Gesamtpatientenzahl n = 76.

In der eSp-Gruppe wird die Unterteilung nach dem CD34*-Ausgangswert in der
Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Die Patient/innen der eSp-Gruppe werden nach dem Ausgangswert an CD34"-Zellen in
vier Gruppen kategorisiert. Der durchschnittliche CD34"-Ertrag und die durchschnittliche benétigte

Apheresenanzahl werden fir die einzelnen Gruppen mit aufgefiihrt.

Anzahl Patient/innen Ausgangswert CD34" mittlerer -CD34"-Ertrag  mittlere-
(Anzahl Zellen/plBlut) (106 CD34%Zellen/kg KG) Apheresenanzahl

0 bis 10/l

2 (2%) 11-30/ yl 3,14 1
9 (9%) 31-50/pl 7,24 1
89 (89%) ab 51 /ul 15,17 1
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4.3 Charakterisierung von Patient/innen mit autologer Stammzellapherese nach

Plerixafor-Gabe

Um eine eventuelle Effektivitatssteigerung des Wirkstoffs Plerixafor in der
Mobilisation von CD34"-Zellen beurteilen zu kénnen, werden schlieBlich
Patient/innen extrahiert und gesondert betrachtet, die zuvor bei dem konventionellen
Versuch der Mobilisierung versagt haben und anschlief3end mit Plerixafor mobilisiert
wurden. Die Charakteristika dieser Patient/innen werden in der Tabelle 11
dargestellt.

Tabelle 11: Charakteristika der Patient/innen, die zunachst konventionell, im Anschluss mit Plerixafor

mobilisiert wurden.

Geschlecht m w gesamt
Anzahl d. Patienten 11 5 16
Durchschnittsalter [Jahre] 52 58 54
DurchschnittsgrofRe [m] 177 166 174
Durchschnittsgewicht [kg] 90 65 83
Durchschnitts-BMI [kg/mz] 29 24 27

4.4 Apherese

Nachdem der patientenbezogene héchstmdgliche Ausgangswert an CD34"-Zellen
erreicht wurde, spendeten die Patient/innen beider Gruppen unter arztlicher Aufsicht
ihr Blut in der Abteilung Apherese des Instituts fur Transplantationsdiagnostik und
Zelltherapeutika des Universitatsklinikums Dduasseldorf. Zunachst wurde den
Patient/innen ein peripherer Venenzugang oder ein zentraler Venenkatheter gelegt,
um so einen kontinuierlichen Blutfluss zum und vom Separator herzustellen. Sie
wurden an den automatischen Blutkomponenten-Separator COBE Spectra
ApheresesystemTM der Firma Caridian BCT, Inc., Blood Component Technology
angeschlossen. Das Gerat sammelte die Blutkomponenten und trennte anschlieRend
das Vollblut durch das Zentrifugenprinzip. Der eigentliche Prozess der Apherese
folgte bei allen Patient/innen dieser Studie nach dem gleichen Schema. Im ersten
Schritt wurde der Durchlaufmodus eingeleitet. Das Praparat wurde im Verhaltnis 8:1
(Einlass: ACDA) antikoaguliert. Im Anschluss wurde das behandelte Blut in den
Einphasen-WBK-Kanal geleitet, der sich in der Zentrifuge im Uhrzeigersinn drehte. In
einem Kanal befanden sich Auslassschlauche, Einlassschlauche und Sammel-
kammern, die voneinander getrennt waren. Am Eingang des Kanals fuhrten vier

Schlauche in die verschiedenen Kanalbereiche. Der Erythrozytenschlauch reichte bis
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zur auleren Wand des Kanals, der Plasmaschlauch befand sich an der innersten
Wand und die Sammel- und Schnittstellen-Kontrollschlauche lagen dazwischen.
Darin befanden sich die Leukozyten, die gesammelt werden sollten. Zum Schluss
wurden den Patient/innen im Ruckfuhrmodus die Erythrozyten und der grofte Teil
des platichenreichen Plasmas wieder zuriuckverabreicht. Durchschnittlich wurden 19
| Blutvolumen pro Apheresezyklus prozessiert. Die Laufzeit der Apheresemaschiene
betrug im Schnitt 221 Minuten.

4.5 Bestimmung der CD34"-Zellen

Die Anzahl der CD34"-Zellen wurde zu drei Messzeitpunkten bestimmt: vor der
Einleitung der Apherese, zur Zwischenmessung und schlieRlich der finale Ertrag. Die
Zwischenmessung wurde nach 8 — 12 | Prozessionsvolumen vorgenommen, da die
Sammeleffizienz des Zellseparators COBE Spectra ca. 50% betragt und man bei
einem CD34"-Ausgangswert von 50 /ul Blut nach durchschnittlich 10l prozessiertem
Blut ca. 2,5 x 10° CD34"Zellen/kg KG erwartet. Die Stammzellen wurden am
separaten Beutel im sterilen Probesatz entnommen. Danach wurden die
Stammzellen mit fluoreszenzmarkierter Antikorper gekennzeichnet und durch das
durchflusszytometrische Verfahren bestimmt. Die Zellen wurden je nach Hohe der
Floureszenzsignale in den entsprechenden Kanalen registriert und im Diagramm
gezeichnet. So konnte der Gehalt der Stammzellen im peripheren Blut schnell

ermittelt werden.
4.6 Statistisches Vorgehen

Die Auswertung der gesammelten Daten der Patient/innen wurde mit dem
Statistikprogramm SPSS 20. vorgenommen (SPSS Inc., Chicago, IL). Um die
Unabhangigkeit der einzelnen Parameter voneinander zu gewahrleisten, wurden
diese z.T. mittels Normierung kategorisiert und in Kreuztabellen eingeteilt.
Diesbezlglich konnte dann mit dem sogenannten Spearman-Test als auch mit dem
Chi-Quadrat-Test nach Pearson eine Prufung auf Signifikanz erfolgen. Eine
statistische Signifikanz wurde bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5%
(p < 0,05) angenommen. Zusatzlich erfolgte fur den intraindividuellen Vergleich der
Patient/innen vor und nach Gabe von Plerixafor mit dem T-Test fur verbundene

Stichproben ebenfalls eine Prufung auf entsprechende Signifikanz.
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5. Ergebnisse
5.1.1 Einfluss des Alters der Patient/innen auf die Aphereseanzahl

Um einen Zusammenhang zwischen dem Alter der Patient/innen und der bendtigten
Aphereseanzahl nachzuweisen, wird eine Kreuztabelle erstellt. Zur besseren
Ubersicht und Darstellung werden die Patient/innen zunachst in Altersklassen

kategorisiert.

Altersklassen Alter [Jahre]
1 bis 39

2 40-59

3 60 - 75

Vorab wird in einer Kreuztabelle (Tabelle 12) Uberpruft, ob sich die Patient/innen, die
Plerixafor erhalten haben, gleichmalig auf die Altersklassen verteilen.

Tabelle 12: Verteilung der Patient/innen, die zuvor Plerixafor erhalten haben, auf die Altersklassen

Kreuztabelle Altersklassen * Plerixaforgabe

Plerixaforgabe Gesamt
Ja Nein
Altersklassen 1 Anzahl 3 23 26
Erwartete Anzahl 3,2 22,8 26,0
% innerhalb von Altersklassen 11,5% 88,5% 100,0%
% innerhalb von Plerixaforgabe 13,6% 14,8% 14,7%
% der Gesamtzahl 1,7% 13,0% 14,7%
2 Anzanhl 12 70 82
Erwartete Anzahl 10,2 71,8 82,0
% innerhalb von Altersklassen 14,6% 85,4% 100,0%
% innerhalb von Plerixaforgabe 54,5% 45,2% 46,3%
% der Gesamtzahl 6,8% 39,5% 46,3%
3 Anzanhl 7 62 69
Erwartete Anzahl 8,6 60,4 69,0
% innerhalb von Altersklassen 10,1% 89,9% 100,0%
% innerhalb von Plerixaforgabe 31,8% 40,0% 39,0%
% der Gesamtzahl 4,0% 35,0% 39,0%
Gesamt Anzahl 22 155 177
Erwartete Anzahl 22,0 155,0 177,0
% innerhalb von Altersklassen 12,4% 87,6% 100,0%
% innerhalb von Plerixaforgabe 100,0% 100,0% 100,0%
% der Gesamtzahl 12,4% 87,6% 100,0%

Da sich die Einnahme von Plerixafor auf die Altersklassen gleichmaRig verteilt und
kein signifikanter Zusammenhang (p = 0,70, Chi’>-Test nach Pearson) vorliegt,
untersuchen wir nun den Zusammenhang zwischen den Altersklassen und der

Anzahl der Apheresen im gesamten Patientenkollektiv. Die einfache Auswertung der
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Altersklassen mit der tatsachlich durchgefihrten Aphereseanzahl stellt sich wie folgt
in Tabelle 13 dar.

Tabelle 13: Verteilung der Altersklassen (=AK) auf die benétigte Apheresenanzahl (=AZ)

Kreuztabelle Altersklasse * Apheresenanzahl

Apheresenanzahl (=AZ)

1 2 3 4 5 7
Altersklasse 1 Anzahl 10 11 4 0 0 1
(=AK) % innerhalb von AK 38,5% 42,3% 15,4% 0,0% 0,0% 3,8%
% innerhalb von AZ 10,0% 24,4% 18,2% 0,0% 0,0% 100,0%
% der Gesamtzahl 5,6% 6,2% 2,3% 0,0% 0,0% 0,6%
2 Anzahl 51 15 12 4 0 0
% innerhalb von AK 62,2% 18,3% 14,6% 4,9% 0,0% 0,0%
% innerhalb von AZ 51,0% 33,3% 54,5% 66,7% 0,0% 0,0%
% der Gesamtzahl 28,8% 8,5% 6,8% 2,3% 0,0% 0,0%
3 Anzahl 39 19 6 2 3 0
% innerhalb von AK 56,5% 27,5% 8,7% 2,9% 4,3% 0,0%
% innerhalb von AZ 39,0% 42,2% 27,3% 33,3% 100,0% 0,0%
% der Gesamtzahl 22,0% 10,7% 3,4% 1,1% 1,7% 0,0%
Gesamt Anzahl 100 45 22 6 3 1
% innerhalb von AK 56,5% 25,4% 12,4% 3,4% 1,7% 0,6%
% innerhalb von AZ 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
% der Gesamtzahl 56,5% 25,4% 12,4% 3,4% 1,7% 0,6%

Der Chi’Test nach Pearson ergibt einen p-Wert von 0,03. Damit liegt die Vermutung
nahe, dass die Wahrscheinlichkeit, mehr Apheresesitzungen zu benotigen, um die
geforderte CD34"-Zellen zu sammeln, bei Patient/innen in hoheren Altersklassen

grofer ist.

Um bei der Betrachtung jegliche Irrtimer und IrrefUhrungen auszuschliel3en, wird
eine anforderungsnormierte Auswertung durchgeflhrt. Die Anzahl der geforderten
CD34"-Zellen kann nicht pauschalisiert werden, sondern ist bei jeder Patientin und
jedem Patienten individuell. Die angeforderte Stammzellzahl, der Sollwert, erstreckt
sich zwischen 4 und 12 in der Einheit [n * 10° CD34*Zellen/kg KG] und ist abhangig
von der Diagnose, dem Fortschreiten der Krankheit, der Vorbehandlung, der
individuellen koérperlichen Verfassung der Patientinnen und der Patienten und der
individuellen Einschatzung des Bedarfs seitens des behandelnden Arzteteams. Die
Anzahl der angeforderten CD34"-Zellen steht jedoch in keinem signifikanten
Zusammenhang mit dem Alter (p = 0,67, Chi>Test nach Pearson). Fir die
nachfolgende Auswertung wird die Zahl der Apheresensitzungen mit dem Faktor 10
multipliziert und durch den individuell geforderten Ertrag an CD34"-Zellen dividiert.
Die neu entstandene Anzahl an bendtigten Apheresensitzungen wird im Folgenden
,hormierte Anzahl an Apheresensitzungen® genannt.
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Die Beziehung der Altersklassen zu der normierten Anzahl der Apheresen zeigt die
folgende Graphik (Abbildung 7). Der Chi%-Test nach Pearson liefert ein p-Wert von
0,86 und somit keinen signifikanten Zusammenhang.
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Abb. 7: Vergleich der Altersklassen in Bezug auf die bendétigten normierten Apheresesitzungen

Setzt man das tatsachliche Alter der Patientinnen und der Patienten in Beziehung zu
der normierten Anzahl an Apheresensitzungen, stellt sich dies graphisch wie in der
Abbildung 8 dar.
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Abb. 8: Patientenalter [Jahre] dargestellt in Relation zu den bendtigten normierten Apheresen-
sitzungen

Die Verteilung der Punkte deutet auf eine altersunabhangige Anzahl der
Apheresensitzungen hin. Der p-Wert (Chi>-Test nach Pearson) von 0,44 bestétigt,
dass zwischen Patientenalter und Anzahl der normierten Apheresensitzungen kein
Zusammenhang besteht.

Fiar die Auswertung des Zusammenhangs in der Kreuztabelle (Tabelle 14), wird die
Anzahl der normierten Apheresensitzungen in ganze Zahlen ab- bzw. aufgerundet.
Wurden mehr als 6 normierte Apheresesitzungen bendtigt, sind diese in der
folgenden Tabelle als 6+ zusammengefasst, um eine bessere Ubersicht zu
erhalten. Der p-Wert (Chi’>-Test nach Pearson) lautet 0,78 und beschreibt keinen

signifikanten Zusammenhang.
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Tabelle 14: Verteilung der Altersklassen auf die normierte Anzahl an Apheresensitzungen (auf- bzw.
abgerundet auf ganze Zahlen)

Normierte Anzahl an Apheresesitzungen * Altersklassen Kreuztabelle

Normierte
Anzahl an
Aphere-
sesitzun-
gen

6+

Ge-
samt

Anzahl

% innerhalb von normierten A-Sitzungen
% innerhalb von Altersklassen

% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von normierten A-Sitzungen
% innerhalb von Altersklassen

% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von normierten A-Sitzungen
% innerhalb von Altersklassen

% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von normierten A-Sitzungen
% innerhalb von Altersklassen

% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von normierten A-Sitzungen
% innerhalb von Altersklassen

% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von normierten A-Sitzungen
% innerhalb von Altersklassen

% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von normierten A-Sitzungen
% innerhalb von Altersklassen

% der Gesamtzahl

1
7
9,6%
26,9%
4,0%
10
18,9%
38,5%
5,6%
2
10,5%
7,7%
1,1%
0
0,0%
0,0%
0,0%
4
23,5%
15,4%
2,3%
3
25,0%
11,5%
1,7%
26
14,7%
100,0%
14,7%

Altersklassen
2
34
46,6%
41,5%
19,2%
25
47,2%
30,5%
14,1%
9
47,4%
11,0%
5,1%
2
66,7%
2,4%
1,1%
8
47,1%
9,8%
4,5%
4
33,3%
4,9%
2,3%
82
46,3%
100,0%
46,3%

3
32
43,8%
46,4%
18,1%
18
34,0%
26,1%
10,2%
8
42,1%
11,6%
4,5%
1
33,3%
1,4%
0,6%
5
29,4%
7.2%
2,8%
5
41,7%
7.2%
2,8%
69
39,0%
100,0%
39,0%

Gesamt
73
100,0%
41,2%
41,2%
53
100,0%
29,9%
29,9%
19
100,0%
10,7%
10,7%
3
100,0%
1,7%
1,7%
17
100,0%
9,6%
9,6%
12
100,0%
6,8%
6,8%
177
100,0%
100,0%
100,0%

Nach detaillierter Auswertung der Beziehung des Patientenalters zu der bendtigten

Anzahl an Apheresezyklen kann kein signifikanter Zusammenhang der beiden

Variablen hergeleitet werden. Somit kann ein Einfluss des Alters auf die Zahl der

Apheresezyklen nicht benannt werden.
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5.1.2 Einfluss des Alters der Patient/innen auf den CD34"-Ertrag

Im Anschluss wird nun Uberpruft, ob ein Zusammenhang zwischen dem Alter der
Patient/innen und dem Ertrag an CD34'-Zellen besteht (Abbildung 9). Die
Patient/innen werden erneut in den kategorisierten Altersklassen betrachtet. Die
CD34"-Zellen werden aus den einzelnen Apheresensitzungen der Patient/innen
addiert und durch die Anzahl der bendtigten Apheresensitzungen dividiert, so dass
ein patientenbezogener durchschnittlicher CD34"-Ertrag entsteht. Zur Uberpriifung
wird eine Spearman-Korrelation durchgefuhrt, die einen p-Wert = 0,31 als Ergebnis
liefert. Somit besteht kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Alter der

Patient/innen und dem durchschnittlichen CD34"-Ertrag.
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Abb. 9: Vergleich der Altersklassen im Bezug auf den durchschnittichen CD34"-Ertrag [n x 10°
CD34"Zellen/kg KG]

Eine weitere Betrachtung wird mit dem normierten CD34'-Ertrag durchgefiihrt
(Abbildung 10). Dazu wird der gesamte CD34"-Ertrag durch die angeforderte Anzahl
an CD34"-Zellen dividiert. Als Ergebnis ist der normierte patientenbezogene CD34"-
Ertrag entstanden. Der p-Wert (Chi>-Test nach Pearson) betragt 0,46 und bezeichnet
keinen Zusammenhang zwischen den Altersklassen und dem normierten CD34"-

Ertrag. Graphisch stellt sich das Ergebnis folgendermalen dar:
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Abb. 10: Vergleich der Altersklassen in Bezug auf den normierten CD34"-Gesamtertrag [n x 10°
CD34"Zellen/kg KG]

Mit dem exakten Alter der Patient/innen ohne Kategorisierung wird das Ergebnis mit
dem Punkt-/Streudiagramm (Abbildung 11) dargestellt. Die Verteilung der Punkte
lasst keinen Zusammenhang zwischen Alter und normiertem CD34"-Ertrag
erkennen. Der p-Wert (Chi>Test nach Pearson) von 0,53 zeigt statistische
Unabhangigkeit der beiden Messgrolien.
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Abb. 11: Patientenalter [Jahre] dargestellt in Bezug auf den erzielten normierten CD34"-Gesamtertrag
[n x 10° CD34*Zellen/kg KG]




5.2 Einfluss des Geschlechts
5.2.1 Einfluss des Geschlechts der Patient/innen auf die Apheresenanzahl

Um den Einfluss der Mobilisierungsmedikation im Vorfeld zu bericksichtigen, wird
auch hier die Verteilung der Patient/innen der Plerixaforgruppe auf die beiden
Geschlechter auf einen signifikanten Zusammenhang Uberpruft in einer Kreuztabelle
(Tabelle 15). Da p (Chi>-Test nach Pearson) = 0,92, kann ein statistischer

Zusammenhang ausgeschlossen werden.

Tabelle 15: Geschlechterverteilung der Patient/innen, die zuvor Plerixafor erhalten haben

Kreuztabelle Geschlecht * Plerixaforgabe

Plerixaforgabe Gesamt
ja nein
Geschlecht Mannlich Anzahl 14 97 111
% innerhalb vom Geschlecht 12,6% 87,4% 100,0%
% innerhalb von Plerixaforgabe 63,6% 62,6% 62,7%
% der Gesamtzahl 7,9% 54,8% 62,7%
Weiblich Anzahl 8 58 66
% innerhalb vom Geschlecht 12,1% 87,9% 100,0%
% innerhalb von Plerixaforgabe 36,4% 37,4% 37,3%
% der Gesamtzahl 4,5% 32,8% 37,3%
Gesamt Anzahl 22 155 177
% innerhalb vom Geschlecht 12,4% 87,6% 100,0%
% innerhalb von Plerixaforgabe 100,0% 100,0% 100,0%
% der Gesamtzahl 12,4% 87,6% 100,0%

Der mogliche Einfluss des Geschlechts der Patient/innen auf die bendtigte
Apheresenanzahl wird dann im Folgenden (Tabelle 16) untersucht. Der Chi%-Test
nach Pearson ergibt p = 0,35. Es kann kein signifikanter Unterschied zwischen den

Geschlechtern im Hinblick auf die Apheresenanzahl beobachtet werden.
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Tabelle 16: Verteilung der Geschlechter auf die je benbtigte Aphereseanzahl

Kreuztabelle Apheresenanzahl * Geschlecht

Apheresenanzahl

Gesamt

Anzahl

% innerhalb von Apheresenanzahl
% innerhalb von Geschlecht

% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von Apheresenanzahl
% innerhalb von Geschlecht

% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von Apheresenanzahl
% innerhalb von Geschlecht

% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von Apheresenanzahl
% innerhalb von Geschlecht

% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von Apheresenanzahl
% innerhalb von Geschlecht

% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von Apheresenanzahl
% innerhalb von Geschlecht

% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von Apheresenanzahl
% innerhalb von Geschlecht

% der Gesamtzahl

Geschlecht
mannlich weiblich
63 37
63,0% 37,0%
56,8% 56,1%
35,6% 20,9%
27 18
60,0% 40,0%
24,3% 27,3%
15,3% 10,2%
13 9
59,1% 40,9%
11,7% 13,6%
7,3% 5,1%
6 0
100,0% 0,0%
5,4% 0,0%
3,4% 0,0%
1 2
33,3% 66,7%
0,9% 3,0%
0,6% 1,1%
1 0
100,0% 0,0%
0,9% 0,0%
0,6% 0,0%
111 66
62,7% 37,3%
100,0% 100,0%
62,7% 37,3%

Gesamt

100
100,0%
56,5%
56,5%
45
100,0%
25,4%
25,4%
22
100,0%
12,4%
12,4%
6
100,0%
3,4%
3,4%

3
100,0%
1,7%
1,7%

1
100,0%
0,6%
0,6%
177
100,0%
100,0%
100,0%

Bei der Uberpriifung eines Zusammenhangs des Geschlechts mit der modifizierten

Anzahl der Apheresensitzungen (Tabelle 17) liefert der Chi’-Test nach Pearson

p=0,53. Zwischen der modifizierten Anzahl der Apheresensitzungen und dem

Geschlecht besteht auch kein Zusammenhang. Die Kreuztabelle veranschaulicht die

Details.
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Tabelle 17: Verteilung der Geschlechter auf die bendtigte Anzahl der normierten Apheresesitzungen

Kreuztabelle Normierte Sitzungen * Geschlecht

Geschlecht Gesamt

mannlich weiblich

Normierte 1 Anzahl 44 29 73
Anzahl an % innerhalb von normierten A-Sitzungen 60,3% 39,7% 100,0%
Apherese- % innerhalb von Geschlecht 39,6% 43,9% 41,2%
Sitzungen % der Gesamtzahl 24,9% 16,4% 41,2%
2 Anzanhl 35 18 53

% innerhalb von normierten A-Sitzungen 66,0% 34,0% 100,0%

% innerhalb von Geschlecht 31,5% 27,3% 29,9%

% der Gesamtzahl 19,8% 10,2% 29,9%

3 Anzahl 12 7 19

% innerhalb von normierten A-Sitzungen 63,2% 36,8% 100,0%

% innerhalb von Geschlecht 10,8% 10,6% 10,7%

% der Gesamtzahl 6,8% 4,0% 10,7%

4 Anzahl 2 1 3

% innerhalb von normierten A-Sitzungen 66,7% 33,3% 100,0%

% innerhalb von Geschlecht 1,8% 1,5% 1,7%

% der Gesamtzahl 1,1% 0,6% 1,7%

5 Anzanhl 13 4 17

% innerhalb von normierten A-Sitzungen 76,5% 23,5% 100,0%

% innerhalb von Geschlecht 11,7% 6,1% 9,6%

% der Gesamtzahl 7,3% 2,3% 9,6%

6+ Anzahl 5 7 12

% innerhalb von normierten A-Sitzungen 41,7% 58,3% 100,0%

% innerhalb von Geschlecht 4.5% 10,6% 6,8%

% der Gesamtzahl 2,8% 4,0% 6,8%

Gesamt  Anzahl 111 66 177

% innerhalb von normierten A-Sitzungen 62,7% 37,3% 100,0%

% innerhalb von Geschlecht 100,0% 100,0% 100,0%

% der Gesamtzahl 62,7% 37,3% 100,0%

Fir die bessere Ubersicht, wird die Geschlechterverteilung auf die modifizierte

Anzahl an Apheresesitzungen graphisch dargestellt (Abbildung 12).
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Abb. 12: Vergleich der Geschlechterverteilung im Bezug auf die normierte Anzahl der bendtigten
Apheresesitzungen

Nach statistischer Auswertung der Beziehung des Patientengeschlechts zu der
bendtigten Anzahl an Apheresezyklen kann kein signifikanter Zusammenhang der
beiden Variablen hergeleitet und kein Einfluss des Geschlechts auf die

Apheresezyklen beobachtet werden.

5.2.2 Einfluss des Geschlechts der Patient/innen auf den CD34"-Ertrag

Bei der Uberprifung des Einflusses des Geschlechts der Patient/innen auf den
durchschnittlichen CD34*-Ertrag mittels Chi*>-Test nach Pearson lautet p = 0,31. Es
kann also kein signifikanter Unterschied der beiden Geschlechter im Hinblick auf die
CD34*-Ausbeute gefunden werden. Das Ergebnis wird anhand der Graphik in

Abbildung 13 veranschaulicht.
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Abb. 13: Vergleich der Geschlechterverteilung in Bezug auf den durchschnittlichen CD34"-Ertrag [n x
10° CD34"Zellen/kg KG]

Bei der Auswertung eines moglichen Zusammenhanges zwischen dem Geschlecht
und dem normierten CD34'-Gesamtertrag lautet der p-Wert (Chi’>-Test nach
Pearson) 0,41. Es besteht kein Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und dem
normierten CD34"-Gesamtertrag (Abbildung 14).
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Abb. 14: Verteilung der Geschlechter in Bezug auf den normierten CD34'-Gesamtertrag [n x 10°
CD34"Zellen/kg KG]
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5.3.1 Einfluss des BMIs der Patient/innen auf die Aphereseanzahl

Der mogliche Einfluss des BMI der Patient/innen auf die bendtigte Apheresenzahl

wird im Folgenden untersucht. Zur besseren Ubersicht werden die Patient/innen in

die vier BMI-Klassen kategorisiert

(Tabelle

Klassifizierungsnummer nach der erwartungsgemaf hochsten Ausbeute.

18)

jeweils mit

aufsteigender

Tabelle 18: Kategorisierung der Patient/innen nach dem Body-Mass-Index (BMI) nach der Vorgabe

der ,World Health Organization®

BMI- BMI Kategorie
Klasse [kg/m?]

2 16 — 18,5 | Untergewicht

1 18,5 - 25 | Normalgewicht
3 25-30 Ubergewicht

4 30 -40 Adipositas

Bei der Uberpriifung einer signifikanten Verteilung von Plerixafor ergibt sich p (Chi?-

Test nach Pearson) = 0,24 und somit kein signifikanter Zusammenhang. Die Gabe

des Medikaments verteilt sich gleichmalig auf Patient/innen aller BMI-Klassen

(Tabelle 19).

Tabelle 19: Verteilung der Patient/innen, die zuvor Plerixafor erhalten haben, auf die BMI-Klassen

Kreuztabelle BMI-Klassen * Plerixaforgabe

BMI-Klassen 1

Gesamt

Anzahl

% innerhalb von BMI-Klassen
% innerhalb von Plerixaforgabe
% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von BMI-Klassen
% innerhalb von Plerixaforgabe
% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von BMI-Klassen
% innerhalb von Plerixaforgabe
% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von BMI-Klassen
% innerhalb von Plerixaforgabe
% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von BMI-Klassen
% innerhalb von Plerixaforgabe
% der Gesamtzahl

Plerixaforgabe

ja
13
16,7%
59,1%
7,3%
1
14,3%
4,5%
0,6%
4
6,0%
18,2%
2,3%
4
16,0%
18,2%
2,3%
22
12,4%
100,0%
12,4%

Nein
65
83,3%
41,9%
36,7%
6
85,7%
3,9%
3,4%
63
94,0%
40,6%
35,6%
21
84,0%
13,5%
11,9%
155
87,6%
100,0%
87,6%

Gesamt

78
100,0%
44,1%
44,1%
7
100,0%
4,0%
4,0%
67
100,0%
37,9%
37,9%
25
100,0%
14,1%
14,1%
177
100,0%
100,0%
100,0%
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Im Anschluss wird der Zusammenhang zwischen den BMI-Klassen und der
Apheresenanzahl untersucht (Tabelle 20). Da der p-Wert (Chi®>-Test nach Pearson)
0,22 betragt, besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den BMI-Klassen in

Bezug auf die Apheresenanzahl.

Tabelle 20: Verteilung der BMI-Klassen auf die bendtigten Apheresenanzahl

Kreuztabelle Apheresenanzahl * BMI-Klasse

BMI Klasse

1 2 3 4
Apheresenanzahl 1 Anzahl 45 2 44 9
% innerhalb der Apheresenanzahl 45,0% 2,0% 44,0% 9,0%
% innerhalb der BMI-Klasse 57,7% 28,6% 65,7% 36,0%
% der Gesamtzahl 25,4% 1,1% 24,9% 5,1%
2 Anzanhl 19 3 14 9
% innerhalb der Apheresenanzahl 42.2% 6,7% 31,1% 20,0%
% innerhalb der BMI-Klasse 24,4% 42.9% 20,9% 36,0%
% der Gesamtzahl 10,7% 1,7% 7,9% 5,1%
3 Anzanhl 11 2 5 4
% innerhalb der Apheresenanzahl 50,0% 9,1% 22,7% 18,2%
% innerhalb der BMI-Klasse 14,1% 28,6% 7,5% 16,0%
% der Gesamtzahl 6,2% 1,1% 2,8% 2,3%
4 Anzanhl 1 0 2 3
% innerhalb der Apheresenanzahl 16,7% 0,0% 33,3% 50,0%
% innerhalb der BMI-Klassen 1,3% 0,0% 3,0% 12,0%
% der Gesamtzahl 0,6% 0,0% 1,1% 1,7%
5 Anzanhl 2 0 1 0
% innerhalb der Apheresenanzahl 66,7% 0,0% 33,3% 0,0%
% innerhalb der BMI-Klasse 2,6% 0,0% 1,5% 0,0%
% der Gesamtzahl 1,1% 0,0% 0,6% 0,0%
7 Anzanhl 0 0 1 0
% innerhalb der Apheresenanzahl 0,0% 0,0% 100,0% 0,0%
% innerhalb der BMI-Klasse 0,0% 0,0% 1,5% 0,0%
% der Gesamtzahl 0,0% 0,0% 0,6% 0,0%
Anzanhl 78 7 67 25
Gesamt % innerhalb der Apheresenanzahl 44 1% 4,0% 37,9% 14,1%
% innerhalb der BMI-Klasse 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
% der Gesamtzahl 44 1% 4,0% 37,9% 14,1%

Der Zusammenhang der BMI-Klassen und der normierten Aphereseanzahl wird in
der Tabelle 21 dargestellt. Da p (Chi’*-Test nach Pearson) = 0,52 besteht kein
Zusammenhang zwischen dem BMI und der Anzahl der normierten

Apheresenanzahl.
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Tabelle 21: Verteilung der BMI-Klassen auf die bendtigte Anzahl der normierten Apheresensitzungen

Kreuztabelle normierte Apheresenanzahl * BMI-Klassen

Normierte Anzahl an 1
Apheresesitzungen
2
3
4
5
6+
Gesamt

Anzahl

% innerhalb der normierten A-Sitzungen
% innerhalb der BMI-Klassen

% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb der normierten A-Sitzungen
% innerhalb der BMI-Klassen

% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb der normierten A-Sitzungen
% innerhalb der BMI-Klassen

% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb der normierten A-Sitzungen
% innerhalb der BMI-Klassen

% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb der normierten A-Sitzungen
% innerhalb der BMI-Klassen

% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb der normierten A-Sitzungen
% innerhalb der BMI-Klassen

% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb der normierten A-Sitzungen
% innerhalb der BMI-Klassen

% der Gesamtzahl

1
35
47,9%
44,9%
19,8%
22
41,5%
28,2%
12,4%
9
47,4%
11,5%
5,1%
1
33,3%
1,3%
0,6%
7
41,2%
9,0%
4,0%
4
33,3%
5,1%
2,3%
78
44.1%
100,0%
44.1%

BMI-Klassen
2

2
2,7%
28,6%
1,1%
1
1,9%
14,3%
0,6%
1
5,3%
14,3%
0,6%
0
0,0%
0,0%
0,0%
2
11,8%
28,6%
1,1%
1
8,3%
14,3%
0,6%
7
4,0%
100,0%
4,0%

3
28
38,4%
41,8%
15,8%
24
45,3%
35,8%
13,6%
5
26,3%
7,5%
2,8%
2
66,7%
3,0%
1,1%
3
17,6%
4,5%
1,7%
5
41,7%
7,5%
2,8%
67
37,9%
100,0%
37,9%

8
11,0%
32,0%

4,5%
6
11,3%
24,0%
3,4%
4
21,1%
16,0%
2,3%
0
0,0%
0,0%
0,0%
5
29,4%
20,0%
2,8%
2
16,7%
8,0%
1,1%
25
14,1%

100,0%
14,1%
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Das Ergebnis der Kreuztabelle (normierte Apheresenanzahl * BMI-Klassen) wird
durch die Graphik (Abbildung 15) unterstrichen.
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Abb. 15: Vergleich der BMI-Klassen in Bezug auf die benétigte Anzahl der normierten
Apheresensitzungen

Der detailliete Zusammenhang zwischen der modifizierten Anzahl an
Aphersesitzungen und dem exakten BMI (nicht kategorisiert) wird im Punkt-
/Streudiagramm (Abbildung 16) veranschaulicht. Hier lautet p (Chi’Test nach
Pearson) = 0,68.
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Abb. 16: BMI [kg/mz] dargestellt in Bezug zu der bendtigten Anzahl der normierten
Apheresensitzungen

Nach statistischer Auswertung der Beziehung des BMIs der Patient/innen zu der
bendtigten Anzahl an Apheresezyklen kann kein signifikanter Zusammenhang der
beiden Variablen hergeleitet werden. Somit kann kein Einfluss des BMIs auf die

Apheresezyklen beobachtet werden.

5.3.2 Einfluss des BMIs der Patient/innen auf den CD34"-Ertrag

Bei der Uberpriifung des Einflusses des BMIs der Patient/innen auf den
durchschnittlichen CD34*-Ertrag ist p (Chi*>-Test nach Pearson) = 0,23. Es kann also
kein signifikanter Unterschied der BMI-Klassen im Hinblick auf die CD34"-Ausbeute
gefunden werden (Abbildung 17).
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Abb. 17: BMI-Klassen dargestellt in Bezug zu dem erzielten normierten CD34"-Gesamtertrag [n x 10°

CD34"Zellen/kg KG]

Betrachtet man den Zusammenhang des BMIs mit dem normierten CD34-Ertrag, ist
p (Chi>Test nach Pearson) = 0,18. Es besteht dementsprechend kein
Zusammenhang zwischen dem BMI und dem normierten CD34"-Gesamtertrag
(Abbildung 18).
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Abb. 18: BMI-Klassen dargestellt in Bezug zu dem erzielten normierten CD34"-Gesamtertrag [n x 10°
CD34"Zellen/kg KG]
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Der detaillierte Zusammenhang zwischen dem normierten CD34"-Ertrag und dem
exakten BMI (nicht kategorisiert) wird im Punkt-/Streudiagramm (Abbildung 19)
veranschaulicht. Der p-Wert (Chi®-Test nach Pearson) lautet 0,24. Diese Betrachtung

zeigt kein signifikanter Zusammenhang der beiden Messgrofien.
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Abb. 19: BMI [kg/mz] dargestellt in Bezug zu dem erzielten normierten CD34"-Gesamtertrag [n x 10°
CD34"Zellen/kg KG]

5.4 Einfluss des CD34"-Ausgangswertes
5.4.1 Einfluss des CD34"-Ausgangswertes auf die Aphereseanzahl

Als letzter méoglicher pradiktiver Faktor wird der CD34"-Ausgangswert der
Patient/innen auf die bendtigte Apheresenzahl untersucht. Zur besseren Ubersicht
werden die Patient/innen nach dem CD34'-Ausgangswert in vier Klassen
kategorisiert (Tabelle 22). Da ein Ausgangswert bei der Aufnahme der

Patientendaten nicht in den Patientenakten angegeben wurde, betragt hier n = 176.
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Tabelle 22: Kategorisierung der Patient/innen nach dem CD34"-Ausgangswert

Klassen | Ausgangswert CD34/ pl Blut
1 bis 10

2 11-30

3 31-50

4 ab 51

Zunachst wurde die Verteilung der Plerixaforgruppe auf die oben beschriebenen
CD34"-Ausgangsgruppen untersucht. Der Chi®>-Test nach Pearson ergibt p = 0,018.
Die Kreuztabelle (Tabelle 23) erlautert die Details. Schlussfolgernd besteht ein
signifikanter Zusammenhang zwischen der Plerixaforgabe und dem CD34'-
Ausgangswert.

Tabelle 23: Verteilung der Patient/innen, die zuvor Plerixafor erhalten haben, auf die CD34"-
Ausgangsklassen

Kreuztabelle CD34"-Ausgangsklasse * Plerixaforgabe

Plerixaforgabe

Gesamt
Ja Nein

cD34" 1 Anzahl 4 8 12
Ausgangs- % innerhalb von CD34"-Ausgangsklasse 33,3% 66,7% 100,0%
Klasse % innerhalb von Plerixaforgabe 18,2% 5,2% 6,8%
% der Gesamtzahl 2,3% 4,5% 6,8%

2 Anzahl 9 37 46

% innerhalb von CD34+-AusgangskIasse 19,6% 80,4% 100,0%

% innerhalb von Plerixaforgabe 40,9% 24,0% 26,1%

% der Gesamtzahl 5,1% 21,0% 26,1%

3 Anzahl 3 21 24

% innerhalb von CD34"-Ausgangsklasse 12,5% 87,5% 100,0%

% innerhalb von Plerixaforgabe 13,6% 13,6% 13,6%

% der Gesamtzahl 1,7% 11,9% 13,6%

4  Anzahl 6 88 94

% innerhalb von CD34+-AusgangskIasse 6,4% 93,6% 100,0%

% innerhalb von Plerixaforgabe 27.3% 57,1% 53,4%

% der Gesamtzahl 3,4% 50,0% 53,4%

Gesamt Anzahl 22 154 176
% innerhalb von CD34"-Ausgangsklasse 12,5% 87,5% 100,0%

% innerhalb von Plerixaforgabe 100,0% 100,0% 100,0%

% der Gesamtzahl 12,5% 87,5% 100,0%
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Nachfolgend werden die Patient/innen mit Plerixaforgabe aus der auszuwertenden

Tabelle extrahiert. Die Anzahl der untersuchten Patient/innen andert sich nun von n =

176 auf n = 154. Die Auswertung des Einfluss des Ausgangswertes von CD34" auf

die Anzahl der bendétigten Apheresesitzungen wird in der Kreuztabelle dargestellt

(Tabelle 24).

Der Chi®-Test nach Pearson ergibt p < 0,005 und somit einen signifikanten Einfluss

des Ausgangswertes von CD34" auf die Anzahl der bendtigten Apheresensitzungen.

Tabelle 24: Verteilung der CD34"-Klassen auf die benétigten Apheresenanzahl

Kreuztabelle Apheresenanzahl * Ausgangswert CD34+ -Klassen

Apheresen-
anzahl

Ge-
samt

Anzahl

% innerhalb von Apheresenanzahl

% innerhalb von CD34-Ausgangsklassen
% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von Apheresenanzahl

% innerhalb von CD34-Ausgangsklassen
% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von Apheresenanzahl

% innerhalb von CD34-Ausgangsklassen
% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von Apheresenanzahl

% innerhalb von CD34-Ausgangsklassen
% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von Apheresenanzahl

% innerhalb von CD34-Ausgangsklassen
% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von Apheresenanzahl

% innerhalb von CD34-Ausgangsklassen
% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von Apheresenanzahl

% innerhalb der CD34-Ausgangsklassen
% der Gesamtzahl

CD34"-Ausgangsklassen

1

1,1%
12,5%
0,6%
2
4,9%
25,0%
1,3%
4
26,7%
50,0%
2,6%
0
0,0%
0,0%
0,0%

1
50,0%
12,5%
0,6%

1
100,0%
8,3%
0,6%
12
6,8%
100,0%
6,8%

2
2
2,2%
5,4%
1,3%
23
56,1%
62,2%
14,9%
8
53,3%
21,6%
5,2%
3
100,0%
8,1%
1,9%
1
50,0%
2,7%
0,6%
0
0,0%
0,0%
0,0%
46
26,1%
100,0%
26,1%

3
7
7,5%
33,3%
4,5%
12
29,3%
57,1%
7,8%
2
13,3%
9,5%
1,3%
0
0,0%
0,0%
0,0%
0
0,0%
0,0%
0,0%
0
0,0%
0,0%
0,0%
24
13,6%
100,0%
13,6%

4
83
89,2%
94,3%
53,9%
4
9,8%
4,5%
2,6%

1
6,7%
1,1%
0,6%
0
0,0%
0,0%
0,0%
0
0,0%
0,0%
0,0%
0
0,0%
0,0%
0,0%
94
53,4%
100,0%
53,4%
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Den Zusammenhang des CD34"-Ausgangwertes und der normierten Anzahl an

Apheresensitzungen stellt die nachste Kreuztabelle (Tabelle 25) dar. Der Chi%-Test

nach Pearson ergibt p < 0,001. Somit bestatigt sich der signifikante Zusammenhang
Anzanhl

zwischen dem CD34%-Ausgangswert und

Apheresensitzungen.

der

der

normierten

Tabelle 25: Verteilung der CD34"-Ausgangsklassen auf die benétigte Anzahl der normierten

Apheresensitzungen

Kreuztabelle normierte Aphereseanzahl * CD34+-AusgangskIassen

Normierte Anzahl
an Apherese-
Sitzungen

6+

samt

Anzahl

% innerhalb von normierten A-Sitzungen
% innerhalb von CD34+Ausgangsklasse
% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von normierten A-Sitzungen
% innerhalb von CD34+Ausgangsklasse
% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von normierten A-Sitzungen
% innerhalb von CD34+Ausgangsklasse
% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von normierten A-Sitzungen
% innerhalb von CD34+Ausgangsklasse
% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von normierten A-Sitzungen
% innerhalb von CD34+Ausgangsklasse
% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von normierten A-Sitzungen
% innerhalb von CD34+Ausgangsklasse
% der Gesamtzahl

Anzahl

% innerhalb von normierten A-Sitzungen
% innerhalb von CD34+Ausgangsklasse
% der Gesamtzahl

1
1,4%
12,5%
0,6%
1
2,1%
12,5%
0,6%
1
7,1%
12,5%
0,6%
0
0,0%
0,0%
0,0%
1
8,3%
12,5%
0,6%
4
44,4%
50,0%
2,6%
8
5,2%
100,0%
5,2%

CD34"-Ausgangsklasse

2
1
1,4%
2,7%
0,6%
10
21,3%
27,0%
6,5%
10
71,4%
27,0%
6,5%
2
66,7%
5,4%
1,3%
9
75,0%
24,3%
5,8%
5
55,6%
13,5%
3,.2%
37
24,0%
100,0%
24,0%

3
6
8,7%
28,6%
3,9%
12
25,5%
57,1%
7,8%
2
14,3%
9,5%
1,3%
1
33,3%
4,8%
0,6%
0
0,0%
0,0%
0,0%
0
0,0%
0,0%
0,0%
21
13,6%
100,0%
13,6%

61
88,4%
69,3%
39,6%

24
51,1%
27,3%
15,6%

7,1%
1,1%
0,6%

0,0%
0,0%
0,0%
2
16,7%
2,3%
1,3%

0,0%
0,0%
0,0%
88
57,1%
100,0%
57,1%
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Die Graphik in Abbildung 20 veranschaulicht den oben beschriebenen

Zusammenhang.

109

32
o)
16
39
4 o

1 1 N o

T T T T
1 2 3 4

Normierte Apheresesitzungen

CD34Ausgangsklasse

Abb. 20: CD34'-Ausgangsklassen dargestellt in Bezug zu dem erzielten normierten CD34-
Gesamtertrag [n x 10° CD34"Zellen/kg KG]

Der detailliete Zusammenhang zwischen der modifizierten Anzahl an
Apheresensitzungen und dem exakten CD34"-Ausgangswert (nicht kategorisiert)
wird im Punkt-/Streudiagramm (Abbildung 21) veranschaulicht. Hier lautet p (Chi*
Test nach Pearson) < 0,001 und beschreibt einen signifikanten Zusammenhang

zwischen dem CD34"-Ausgangswert und der normierten Apheresenanzahl.
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Abb. 21: CD34"-Ausgangswerte [CD34"-Zellen/ul Blut] dargestellt in Bezug auf die Anzahl der
normierten Anzahl an Apheresesitzungen

Nach genauer Auswertung der Beziehung des CD34"-Ausgangwertes der
Patient/innen zu der bendtigten Anzahl an Apheresezyklen kann ein signifikanter
Zusammenhang der beiden Variablen hergeleitet werden. Somit kann ein Einfluss

des CD34"-Ausgangwertes auf die Apheresezyklen gezeigt werden.
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5.4.2 Einfluss des CD34"-Ausgangswertes auf den CD34"-Ertrag

Im Anschluss soll noch der Einfluss des CD34"-Ausgangwertes der Patient/innen auf
den durchschnittlichen CD34"-Ertrag Uberprift werden. Der p-Wert (ChiZ-Test nach
Pearson) ist kleiner als 0,005. Es konnte also ein signifikanter Unterschied der
CD34"-Ausgangswerte im Hinblick auf die durchschnittiche CD34"-Ausbeute

hergeleitet werden, wie in der Abbildung 22 deutlich zu erkennen ist.
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Abb. 22: CD34"-Ausgangsklassen dargestellt in Bezug zu dem erzielten durchschnittlichen CD34"-
Gesamtertrag [n x 10° CD34"Zellen/kg KG]

Betrachtet man den Zusammenhang des CD34"-Ausgangwertes (kategorisiert) mit
dem normierten CD34*-Ertrag ist p (Chi>-Test nach Pearson) < 0,005. Es besteht ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem CD34'-Ausgangswert und dem

normierten CD34"-Gesamtertrag, wie die Abbildung 23 veranschaulicht.
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Abb. 23: Vergleich der CD34"-Ausgangsklassen in Bezug zu dem erzielten normierten CD34"-
Gesamtertrag

Der detaillierte Zusammenhang zwischen dem normierten CD34"-Ertrag und dem
exakten CD34°-Ausgangswert (nicht kategorisiert) wird im Punkt-/Streudiagramm
(Abbildung 24) veranschaulicht. Der p-Wert ist kleiner als 0,005. Auch hier zeigt sich

ein signifikanter Zusammenhang der beiden Messgrofien.
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Abb. 24: CD34'-Ausgangswert [CD34"-Zellen/ul Blut] dargestellt in Bezug zu dem erzielten
normierten CD34"-Gesamtertrag [n x 10° CD34"Zellen/kg KG]
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5.5 Formulierung eines Algorithmus zur CD34"-Ertragsvorhersage

Angesichts der Tatsache, dass das Patientenalter, das Geschlecht und der BMI
weder in einem signifikanten Zusammenhang mit der Anzahl der bendtigten
Apheresesitzungen, noch mit dem Ertrag der CD34"-Zellen steht, kann anhand der

vorliegenden Daten ein entsprechender Algorithmus nicht formuliert werden.

5.6 Vergleich der CD34"-Zellen bei Patient/innen vor und nach Plerixaforgabe
5.6.1 CD34"-Ausgangswert

Die Patient/innen der Plerixaforgruppe (n = 16) wurden zunachst konventionell
mobilisiert. Da im Anschluss jedoch nicht gentigend CD34"-Zellen in das periphere
Blut ausgeschwemmt wurden, wahlte man einen erneuten Mobilisationsversuch
mittels Plerixafor. Ermittelt werden soll nun, ob der Ausgangswert der CD34"-Zellen

[Anzahl/pl] mit Einnahme von Plerixafor statistisch signifikant erhoht ist.

In der statistischen Auswertung betragt der jeweilige Mittelwert fir den CD34'-
Ausgangswert bei den Patient/innen bei konventioneller Mobilisierung 15,45/ul Blut
(Standardabweichung = 9,38) und nach der Einnahme von Plerixafor 24,13/ul Blut
(Standardabweichung = 12,89). Der Mittelwert der gepaarten Differenz belauft sich
auf 8,68/ul Blut (Standardabweichung = 12,95, Standardfehler des Mittelwertes
3,24). Der p-Wert (Chi>-Test nach Pearson) von 0,017 zeigt einen signifikanten
Zusammenhang der beiden Messgrofen. Der CD34"-Ausgangswert ist demnach

nach Einnahme von Plerixafor signifikant erhdht.

Die Betrachtung der beiden CD34"-Ausgangswerte in der Einheit [CD34"-Zellen/ul
Blut] vor und nach Einnahme von Plerixafor liefert die Graphik in Abbildung 25.
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Abb. 25: Vergleich der Patient/innen vor und nach Einnahme von Plerixafor im Hinblick auf den
CD34"-Ausgangswert [CD34"-Zellen/ul Blut]

5.6.2 CD34"- Zwischenmessung

Wahrend der Stammzellapherese der 16 Patient/innen werden im Durchschnitt nach
einem durchschnittichen Sammelvolumen von 88,25 ml, einer durchschnittlichen
Sammelzeit von 131,06 Minuten und einem durchschnittlichen Einlassvolumen von
10,14 | in der Apherese nach konventioneller Mobilisation, und nach einem
durchschnittichen Sammelvolumen von 104,68 ml, einer durchschnittlichen
Sammelzeit von 137 Minuten und einem durchschnittlichen Einlassvolumen von
11,54 | in der Apherese nach Mobilisation mittels Plerixafor, eine Zwischenmessung

des Ertrages an CD34"-Zellen vorgenommen.

In der statistischen Auswertung betragt der Mittelwert fir die CD34-
Zwischenmessung bei den Patient/innen bei konventioneller Mobilisierung 0,83 x 10°
CD34"Zellen/kg KG (Standardabweichung = 0,54) und nach der Einnahme von
Plerixafor 1,87 x 10° CD34'Zellen/kg KG (Standardabweichung = 2,41). Der
Mittelwert der gepaarten Differenz belief sich auf 1,04 x 10° CD34"Zellen/kg KG
(Standardabweichung = 1,99, Standardfehler des Mittelwertes = 0,50). Der p-Wert
(Chi®-Test nach Pearson) lautete bei der 2-seitigen Betrachtung 0,54. Da jedoch die
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Richtung bekannt ist und uns die einseitige Betrachtung ausreicht, folgt p = 0,027
und folglich sind die CD34"-Zellen in der Zwischenmessung nach Einnahme von
Plerixafor signifikant erhoht (Abbildung 26).
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Abb. 26: Vergleich der Patient/innen vor und nach Einnahme von Plerixafor im Hinblick auf den
CD34"-Wert in der Zwischenmessung [n x 10° CD34"Zellen/kg KG]
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5.6.3 CD34"-Ertrag

Zum Schluss wird nun der CD34"-Ertrag bei den 16 Patient/innen zu den beiden

Messzeitpunkten (vor und nach Einnahme von Plerixafor) betrachtet.

In der statistischen Auswertung betragt der Mittelwert fur den finalen CD34"-Ertrag
bei den Patient/innen bei konventioneller Mobilisierung 1,79 x 10° CD34"Zellen/kg
KG (Standardabweichung = 1,21) und nach der Einnahme von Plerixafor 4,30 x 10°
CD34"Zellen/kg KG (Standardabweichung = 4,62). Der Mittelwert der gepaarten
Differenz belauft sich auf 2,50 x 10° CD34*Zellen/kg KG (Standardabweichung =
3,68, Standardfehler des Mittelwerts = 0,92). Der p-Wert (Chi2-Test nach Pearson)
von 0,016 verrat, dass auch der finale Ertrag der CD34"-Zellen nach Einnahme von
Plerixafor signifikant erhoht ist (Abbildung 27).
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Abb. 27: Vergleich der Patient/innen vor und nach Einnahme von Plerixafor im Hinblick auf den finalen
CD34"-Ertrag [n x 10° CD34"Zellen/kg KG]
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6. Diskussion
6.1 Einflhrung

Die Prognostizierung der Minimierung der erforderlichen Anzahl an autologen
Stammzellapheresen war das Ziel dieser Studie. Die Inzidenz der Patient/innen, die
nicht ausreichend mobilisiert werden konnen, betragt 15-40% derjenigen, die sich

einer autologen Stammzellspende unterziehen miissen®>'"".

Patientenspezifische Faktoren, wie das Geschlecht und das Alter konnen nicht
beeinflusst werden. Andere Faktoren, wie der Body Mass Index und die quantitative
Zusammensetzung des Transplantats (Ausgangswert der CD34"-Zellen), sind bis zu
einem bestimmten Grad beeinflussbar. Wir haben fir die Uberprifung eines
moglichen Einflusses der genannten Faktoren die Anzahl der Apheresensitzungen
und den finalen CD34"-Ertrag als ZielgroRe gewahlt. In der Literatur wurde bis jetzt
jeweils nur eine dieser Zielgrof3en Uberprift. Bei einem signifikanten Zusammenhang
der diagnoseunabhangigen Faktoren auf den Ausgang der Apherese konnten die
Auswirkungen im Vorfeld bertcksichtigt werden, um so die Wahl der
medikamentosen Konditionierung zu optimieren. Ein vielversprechender Wirkstoff fur
die Mobilisierung der Stammzellen ist das Plerixafor. Ob eine signifikante Steigerung
des CD34"-Ertrages mit dem Medikament gelingt, wurde ebenfalls (iberpriift. Diverse
Studien haben dies bereits belegt®”*°.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

Der Einfluss des Alters auf die erfolgreiche Kollektion von CD34"-Zellen wurde in
vorherigen Studien kontrovers diskutiert. Das Alter sei der wichtigste pradiktive

"6 " Chabannon et al. nannten 35 Jahre als

Faktor fur die Stammzellausbeute
Altersschwelle fiir einen signifikant hoheren Ertrag an Progenitorzellen®*. Weiter
wurde Uber ein hoheres Risiko des Mobilisierungsversagens bei Patient/innen alter
als 55 Jahre berichtet®. Der gleiche Autor betonte jedoch, dass das Alter alleine nicht
als pradiktiver Faktor gewertet werden darf. Basak et al. fanden heraus, dass ein
Alter > 65 Jahre einen negativen Einfluss auf die Stammzellkollektion hat®. Andere
berichteten von einem geringen signifikanten Einfluss des Alters auf den
Stammzellertrag' bis hin zu keinem Einfluss>**. Die Anzahl der Apherensitzungen,
um die geforderten CD34"-Zellen zu sammeln, war nicht altersabhangig''®. Bei den

in dieser Studie untersuchten Patient/innen (n = 177) wurde auch das Alter als
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mdglicher Einflussfaktor auf die Anzahl der Apheresen untersucht. Es wurde eine
anforderungsnormierte Auswertung durchgefuhrt. Die Anzahl der Apheresesitzungen
wurde daflr in Bezug zu der geforderten Anzahl an CD34"-Zellen gesetzt. In diesem
Fall lieferte der Chi’-Test nach Pearson keinen signifikanten Zusammenhang. Der
Einfluss des Alters der Patient/innen auf den durchschnittlichen CD34-Ertrag konnte
ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Der CD34'-Ertrag wurde daraufhin
anforderungsnormiert ausgewertet und in Bezug zu der geforderten CD34"-Anzahl
gesetzt. Es konnte kein signifikanter Zusammenhang dargestellt werden. Folglich
konnte in unserer Studie kein signifikanter Einfluss des Alters auf die Anzahl der
benotigten Apheresesitzungen oder den CD34"-Ertrag gefunden werden. Wie die
Uneinigkeit der Studien bereits antipizierte, sollte das Alter nicht als pradiktiver

Faktor fur eine erfolgreiche Apherese gewertet werden.

Beim Einfluss des Geschlechts auf eine erfolgreiche Apherese konnte in der Literatur
ebenfalls keine Einigkeit erzielt werden. Es fanden sich viele Angaben, dass

weibliche Spenderinnen eine geringere Ausbeute an CD34"-Zellen erzielten 3¢ 1%

27 Andere

und schwieriger zu mobilisieren seien als mannliche Patienten
behaupteten, dass Manner eine geringere Ausbeute an CD34"-Zellen erzielten 4 und
Frauen eine erfolgreichere CD34"-Ausbeute erfuhren®. Weitere Studien fanden
keinen signifikanten Zusammenhang zwischen Geschlecht und Ausbeute an CD34"-

Ze”en2,30,81,139

. In unserer Studie wurde bei den Patient/innen (n = 177) ebenfalls
gepruft, ob das Geschlecht im signifikanten Zusammenhang mit der Anzahl der
bendtigten Apheresezyklen steht. Die reine Apheresenanzahl stand in keinem
signifikanten Zusammenhang mit dem Geschlecht der Patient/innen. Daraufhin
wurde die Anzahl der Apheresensitzungen in Bezug zu der geforderten Anzahl an
CD34"-Zellen gesetzt, um eine anforderungsnormierte Auswertung zu erhalten.
Diese standen in keinem signifikanten Zusammenhang zu dem Geschlecht. Bei der
Uberprifung des Geschlechtseinflusses auf den durchschnittichen CD34"-Ertrag
und den normierten, also in Beziehung zu der angeforderten CD34"-Zellzahl
gesetzten CD34"-Ertrag, konnten keine signifikanten Zusammenhénge beobachtet
werden. So schlieBen wir uns der Mehrheit der Literatur an und stellen fest, dass das

Geschlecht als pradiktiver Faktor fur eine erfolgreiche Apherese ausscheidet.

Als nachster moglicher pradiktiver Faktor fir eine erfolgreiche Apherese wurde der

BMI der Patient/innen ausgewertet. Es wurde zuvor keine signifikante Korrelation zur
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CD34"-Ausbeute beschrieben®®. Dieses Patientenmerkmal wurde allerdings im
Zusammenhang mit der Vorhersage eines Aphereseerfolges seltener untersucht.
Das reine Gewicht der Patient/innen stand in negativem Zusammenhang mit der
CD34"-Ausbeute®. Neue Studien beobachteten keinen signifikanten Einfluss des
reinen Gewichts auf den Stammzellertrag™®. Das ideale Gewicht kdnnte aber einen
positiven Einfluss auf die CD34"-Ausbeute haben®. Bei gesunden allogenen
Stammzellspendern stand ein niedriger BMI in signifikantem Zusammenhang mit
einem hoheren CD34*-Ertrag "'®''. In unserer Studie wurden bei den Patient/innen
(n = 177) kein signifikanter Zusammenhang mit der Anzahl der bendtigten reinen
Apheresezyklen gefunden und der anforderungsnormierten Anzahl der
Apheresensitzungen. Bei der Uberprifung des BMI auf den durchschnittlichen
CD34"-Ertrag und den normierten CD34"-Ertrag konnten auch keine signifikanten
Zusammenhange benannt werden. Folglich |asst sich der BMI nicht als pradiktiver
Faktor einer erfolgreichen Apherese nutzen. Allerdings wurde der BMI und ein
ideales Gewicht in signifikanten Zusammenhang mit schnellerem und besserem

t82,87

Engraftment nach der Stammzellspende gebrach . Somit sollte seitens der

Patient/innen der ideale BMI angestrebt werden.

Als letzter potenzieller pradiktiver Faktor wurde in dieser Studie der CD34'-
Ausgangswert untersucht. Laut vorherigen Untersuchungen erlaubt dieser Wert eine
signifikante Vorhersagen hinsichtlich der benotigten Aphereseanzahl und dem finalen
CD34"-Ertrag*®®>'%%. Bereits 1994 stellten Haas et al. fest, dass der CD34*-
Ausgangswert bei Lymphomapatienten und Lymphomapatientinnen mit dem finalen
CD34"-Ertrag korrelierte®”. Bei Kindern lag der Schwellenwert bei 10 Zellen/ pl Blut,
um in einer einzigen Apheresesitzung ausreichend CD34*-Zellen zu ernten. In
anderen Studie konnten erwachsene Patient/innen erfolgreich apheresiert werden,
die einen Ausgangswert > 20 Zellen/pl hatten®*°. Patient/innen mit einer geringen
Anzahl an Zellen/ul Blut werden als ,Mobilisierungsversager® bezeichnet®® 428,
Unsere Studie reiht sich in die vorherigen Untersuchungen ein. Zunachst wurden die
Patient/innen, die zuvor das Medikament Plerixafor erhalten haben, extrahiert. Grund
dafiir ist die nachweislich effektivere Mobilisierung der CD34"-Zellen und folglich ein
héherer Ausgangswert. Der Einfluss des Ausgangswertes auf den CD34"-Ertrag
sollte jedoch unabhangig von der Mobilisierung analysiert werden. Die Anzahl der
Patient/innen betrug n = 154. Die reine Apheresenanzahl und die Anzahl der

anforderungsnormierten Apheresensitzungen standen in einem signifikanten
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Zusammenhang mit dem CD34'-Ausgangswert der Patient/innen. Der
durchschnittliche CD34"-Ertrag und der normierten CD34'-Ertrag standen im
signifikanten Zusammenhang zum CD34°-Ausgangswert. Somit kann der CD34"-

Ausgangswert als pradiktiver Faktor fir eine erfolgreiche Apherese gewertet werden.

Die gesteigerte Effektivitat des Wirkstoffs Plerixafor wurde anhand eines Vergleichs
von Patient/innen demonstriert, bei denen zunachst eine konventionelle
Mobilisierung (Chemotherapie + G-CSF) misslang und im Anschluss Plerixafor
verabreicht wurde. Der T-Test fiir gepaarte Stichproben ergab bei dem CD34'-
Ausgangswert, bei der CD34'-Zwischenmessung und beim CD34'-Ertrag nach
Mobilisation mit Plerixafor signifikant hdhere Werte als zuvor nach der
konventionellen Mobilisierung. So konnte nach erfolgreicher Apherese die Therapie
mit anschlieRender Stammzelltransplantation durchgefuhrt werden. Die Wirksamkeit
des Medikaments zeigten diPersio et al. in einer randomisierten doppelblinden
Phase-llI-Studie. Plerixafor ermoglichte in Kombination mit G-CSF bei 298 NHL-
Patient/innen eine signifikant effektivere Mobilisierung der CD34*-Zellen als das
Placebo mit G-CSF. Das Ertragsziel an CD34"-Zellen (25 x 10° CD34*Zellen/kg KG)
wurde bei 59% der Patienten der Plerixafor-Gruppe und 20% der Patienten der

t . Ahnliche Ergebnisse lieferten Stiff et al.. In deren Studie

Placebo-Gruppe erreich
konnten bei 40% der Patient/innen mit NHL und MM, die zuvor als
Mobilisierungsversager galten, das Ziel von > 2 x 10° CD34"Zellen/kg KG gesammelt
werden'™. Die Konsequenz dieser Studien war die Zulassung von Plerixafor in
Kombination mit GCS-F in der europaischen Union. In einer aktuellen Studie von
Abhyankar et al. (2011) filterten die Forscher mit einem eigenen Risikoalgorithmus
Mobilisierungsversager heraus. Nach dem 1. und 4. Tag der Gabe von G-CSF wurde
anhand des CD34"-Ausgangswertes die Mobilisierbarkeit und somit die
Notwendigkeit des Einsatzes von Plerixafor bestimmt. Nur 35% der Patient/innen
brauchten Plerixafor. Bei diesen Mobilisationsversagern konnte die Anzahl einer
Remobilisierung dann aber von 19 auf 5% reduziert werden. So konnten die Kosten
wahrend der Apheresen reduziert werden, da weniger Remobilisationen notig waren,
die Apheresesitzungen reduziert wurden und nicht alle Patienten mit Plerixafor

mobilisiert werden mussten.’
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6.3 Perspektive

In der Ubersicht der Ergebnisse unserer Studie lassen sich folgende Thesen

formulieren:

- Das Geschlecht der Patient/innen hat keinen signifikanten Einfluss auf den

Aphereseerfolg

- Das Alter der Patient/innen hat keinen signifikanten Einfluss auf den

Aphereseerfolg

- Der BMI der Patient/innen hat keinen signifikanten Einfluss auf den

Aphereseerfolg

- Der CD34"-Ausgangswert der Patient/innen hat einen signifikanten EinfluR auf

den Aphereseerfolg

Der CD34"-Ausgangswert ist nach unseren Ergebnissen der einzige pradiktive
Faktor, anhand dessen man die Anzahl der bendtigten Apheresen und den Erfolg der
CD34*-Ausbeute vorhersagen kann. Die bereits im Vorfeld kontrovers diskutierten
Faktoren Patientenalter, Patientengeschlecht und der BMI konnen keine signifikante
Vorhersage hinsichtlich eines Mobilisierungsversagens machen. Liegt ein geringer
CD34"-Ausgangswert zu Grunde, sollte die medikamentdse Mobilisierung der
Patient/innen modifiziert werden. Nach Durchsicht der aktuellen Literatur lassen sich
mit Plerixafor 63 — 75% der Patient/innen erfolgreich mobilisieren®2°29¢3137 " Dje
Gabe von Plerixafor muss nicht lange im Vorfeld geplant werden, da die biologische
Wirkung rasch eintritt. Der peak der CD34"-Zellmobilisation ist 10-12 Stunden nach
Injektion erreicht?®. Es besteht also die Méglichkeit, bei schlecht mobilisierbaren
Patient/innen Plerixafor kurzfristig einzusetzen. Wegen der hoheren Kosten im
Vergleich zu anderen Medikamenten wurde die Gabe von Plerixafor bisher eng
kontrolliert. Eine Kostenanalyse von Beyer at al. beschrieb Kosten zwischen 9 987
Dollar — 26 263 Dollar pro Patient fur die Evaluation, die Mobilisierung, die
Apheresen und die Kryopreservation '°. Die groRe Variation der Kosten wurde durch
die unterschiedlich bendtigten Apheresezyklen bestimmt. Liegt nun ein geringer
CD34"-Ausgangswert vor, kdnnte man mit dem gezielten Einsatz von Plerixafor
wirtschaftlicher haushalten. Da jedoch auch Plerixafor nicht bei allen Patient/innen zu

einer erfolgreichen Kollektion von CD34"-Zellen fiihrt, wird weiter an der Medikation
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zur Stammzellmobilisierung geforscht. Vor allem die Wirkung der Inhibition der
CXCR4/SDF-1a-Bindung wird mit alternativen CXCR4-Antagonisten ergrundet, wie
z.B. mit POL6326 und BTK140 in einer Phase-I-Studie bei MM-Patient/innen. Auch
die Wirkung von Natalizumab und anderer o4-Integrin-Hemmer wird bei Plerixafor-

Versagern untersucht '°.

In naher Zukunft gelingt hoffentlich durch den pradiktiven CD34"-Ausgangswert eine
zielgerichtete Mobilisierung der CD34%-Zellen und somit eine erfolgreiche
Stammezelltransplantation bei allen Patient/innen mit einer Minimierung der

Apheresezyklen.
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