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Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es Verdnderungen des Differentialblutbildes und weiterer
laborchemischer ~ Parameter unter G-CSF Mobilisation, welche als begleitende
,Nebenwirkung® der Stimulierung der hdmatopoetischen Stammzellen resultieren, zu
erkennen. Ferner untersuchten wir die Effektivitit der G-CSF Mobilisation und die

anschlieBende Separation.

Dafiir wurden 42 PBSC-Apherese-Spender sowie als Kontrollgruppe 14 Knochenmarkspender
untersucht. Die Spender haben sich von Januar bis Dezember 2012 einer Stammzellspende
unterzogen. Die PBSC-Apherese Spender wurden mobilisiert indem sie {liber 4 Tage
hintereinander sowie am Tag der Apherese 10pug/Kg KG G-CSF s.c. injiziert bekamen. Als G-
CSF wurde Lenograstim verwendet. Die Knochenmarkspender erhielten keine

Vorbehandlung.

Bei den PBSC-Apherese Spendern kam es unter dieser Mobilisierung zu einem signifikanten
Anstieg samtlicher Leukozyten von 6,24 x10°Zellen/l auf 44,74x10°Zellen/l, v.a. der
neutrophilen Granulozyten auf das 11-fache des Ausgangswertes von 3,58x10°Zellen/l auf
38,15x10°Zellen/l. Die Monozyten stiegen ebenfalls absolut gesehen von 0,51x10°Zellen/l auf
2,02x10()Zellen/1, ebenso wie die Lymphozyten von 1,91XIOQZellen/1 auf 3,7OXIOQZellen/l.

Die roten Blutkorperchen sanken geringfiigig von 5,12 x10°Zellen/1 auf 4,88 x10°Zellen/l, wie
auch das Hamoglobin von 14,81 g/dl auf 14,15 g/dl und der Hématokrit von 44,68% auf
42,61%. In der Serumelektrophorese konnten signifikante Anstiege des al Globulinanteils von
3,66% auf 4,75%, sowie des a2 Globulinanteils von 9,01% auf 9,81% nachgewiesen werden.
Ebenfalls signifikant war der Abfall der Albuminfraktion von 60,2% auf 59,3%.

Die Harnsdure stieg signifikant von 5,49mg/dl (SD +/-1,19 mg/dl) auf 6,44mg/dl (SD +/-
1,26mg/dl), wie auch das CRP von <0,3 mg/dl auf 1,39 mg/dl (SD +/-0,94mg/dl).



Die Thrombozytenzahl fiel nach der Mobilisation durch G-CSF zundchst von 240,48
x10°Zellen/l auf 217,69x10°Zellen/l um nach der darauffolgenden PBSC-Apherese weiter auf
134,17 x10°Zellen/l abzufallen. Das MPV sank von 8,481l auf 7,951, um nach der PBSC-

Apherese weiter auf 7,07fl zu sinken.

Der Anteil der hdmatopoetischen Vorlduferzellen im peripheren Blut stieg von 2,64 CD34+
Zellen pro pl auf 96,54 CD34+ Zellen pro pl. In den gewonnenen Stammzellkonzentraten
(SZK) selber befanden sich im Durchschnitt 1790,4 CD34+ Zellen pro pl. Bei einem
durchschnittlichen Stammzellkonzentrat von 32 1ml ergaben sich somit 5,7 x10° CD34+ Zellen
pro PBSC-Apherese. Mit der PBSC-Apherese konnte somit eine fiir die
Stammezelltransplantation ausreichende Menge an HVZ gesammelt werden, ohne sie mit der

klassischen Knochenmarkspende zu belasten.
Scherwiegende Nebenwirkungen traten bei den PBSC-Apherese Spendern nicht auf.

Bei den Knochenmarkspendern war das rote- und weifle Blutbild in der Voruntersuchung und

am Tag der Knochenmarkspende vor der Knochenmarkentnahme wie erwartet unverindert.



Abkiirzungsverzeichnis

CE:
G-CSF:

HGB:

HVZ:
KM Tx:
KOD:

MCH:

MCHC:

MCV:

nach ZS:
PBSC:
RBC:

SZK:
pg/kg KG:
vVU:

vor ZS:

Separationseffektivitét (engl. Collection Efficiency)

hdmatopoetische Wachstumsfaktoren (engl. Granulocyte-Colony Stimulating
Factor)

Diese Abkiirzung steht fiir Himoglobin und gibt den Himoglobingehalt je
Volumeneinheit Blut an. (Norm: Ménner: 13-18g/dl, Frauen: 11-16g/dl)
hamatopoetische Vorlduferzellen

Knochenmark Transplantation

kolloidosmotischer Druck

Diese Abkiirzung steht fiir Mean Corpuscular Himoglobin und gibt den
Héamoglobin-Gehalt eines einzelnen Erythrozyten an. (Norm: 28 bis 33pg)

Diese Abkiirzung steht fiir Mean Corpuscular Himoglobin Concentration und
gibt die Himoglobin-Konzentration im Erythrozyten an. (Norm: 30 bis 36 g/dl)
Diese Abkiirzung steht fiir Mean Corpuscular Volume und gibt das Volumen
eines einzelnen Erythrozyten an. (Norm: 83 bis 971])

nach der Zellseparation (Apherese)

Periphere Blutstammzellen (engl. Peripheral Blood Stem Cell)

Diese Abkiirzung steht fiir Red Blood Cells und gibt die Erythrozytenanzahl an.
(Norm: Ménnern 4,8-5,9 Mio./ul, Frauen 4,3-5,2 Mio./ul)

Stammzellkonzentrat

Mikrogramm pro Kilogramm Korpergewicht

Voruntersuchung (ca. 4-5 Wochen vor der Apherese)

vor der Zellseparation (Apherese), nach der Mobilisierung mit G-CSF



1 Einleitung

1.1 Himatopoese

Die Hamatopoese, auch Blutbildung genannt, erfolgt beim Menschen nach der Geburt v.a. im
Knochenmark, und den sog. Lymphatischen Organen wie Milz und Thymus. Alle Blutzellen
stammen dabei von hédmatopoetischen Vorlduferzellen ab. Die Differenzierung der
hdmatopoetischen Vorlduferzellen wird von hdmatopoetischen Wachstumsfaktoren gesteuert.
Da die meisten Blutzellen nur eine begrenzte Lebensdauer haben, miissen sie stindig erneuert
werden.

Die himatopoetischen Stammzellen bilden dabei pro Tag bis zu 10x10'" neue Blutzellen.'
Man unterscheidet dabei die Bildung von:
e Weillen Blutkorperchen ( Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten )
¢ Roten Blutkérperchen ( Erythrozyten )

e Blutpliittchen ( Thrombozyten )



Ein Schema der Hamatopoese ist auf der folgenden Abbildung 1 zu sehen.
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1.2 Weille Blutkorperchen

1.2.1 Granulozyten gehoren zur Gruppe der weilen Blutkorperchen (Leukozyten) und sind
Teil der zelluldren Immunabwehr.
Nach ihrer mikroskopischen Morphologie und dem Férbeverhalten unterscheidet man

folgende Formen von Granulozyten:

e Neutrophile Granulozyten

e Jugendliche (neutrophile) Granulozyten 5 bis 10%

e Stabkernige (neutrophile) Granulozyten 0% bis 5%

e Segmentkernige (neutrophile) Granulozyten 50% bis 65%
e FEosinophile Granulozyten 2 bis 4%
e Basophile Granulozyten 0 bis 3%

Neutrophile Granulozyten

Die neutrophilen Granulozyten bilden mit bis zu 50-70% den Hauptbestandteil der
Leukozyten dar. lhr Hauptreservespeicher ist das Knochenmark, wobei etwa 5% der
neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut zirkuliert und z.T. an den Wénden kleiner
Blutgefif3e sitzt. Dieser marginale Pool kann sehr rasch bei Bedarf aktiviert werden, wie z.B.
unter Cortisoneinfluss oder erh6htem Blutdruck. Neutrophile Granulozyten kénnen angelockt
durch chemotaktische Reize ins Gewebe und in Exsudate einwandern und dort ihre Aufgaben
wie Phagozytose und Zerstorung mikrobieller Erreger erfiillen. Hierfiir sind ihre Granula von
grofler Bedeutung, die Peroxidasen und Esterasen enthalten, welche zytotoxisch fiir Bakterien
und auch Pilze wirken. Eine Verminderung dieser Granula kann daher zu einer vermehrten
Infektanfélligkeit fiihren.

Neutrophile Granulozyten sind 9- 12um grof und haben eine grobe Chromatinstruktur.
Stabkernige Neutrophile haben einen bandférmigen Zellkern und sind die direkte Vorstufe der

segmentkernigen Neutrophilen. Von segmentkernigen Neutrophilen spricht man wenn dieser



bandformige Zellkern der stabkernigen Neutrophilen sich bis zu 2/3 einschniirt. Das
Zytoplasma der neutrophilen Granulozyten ist oxyphil, fast farblos bis zart-rosa/violett und

enthélt feine stippchenformige Granula welche oft kaum sichtbar sind.

Ein erwachsener Mensch produziert mehr als 10x10'® neutrophile Granulozyten pro Tag.'
Granulozyten besitzen ein Zytoskelett, aus vornehmlich Aktin und Myosin, welche dem
Granulozyten ermbglichen sich auf Oberflichen améboid fortzubewegen.’

Falls neutrophile Granulozyten innerhalb von 6 bis 8 Stunden nach Eintritt in die Blutbahn
keinen Kontakt mit Infektionserregern und/ oder Entziindungsherden haben, verlassen sie das
Gefillsystem und erfahren einen programmierten Zelltod (Apoptose) in dessen Verlauf sie
durch Makrophagen in der Leber oder der Milz abgebaut werden. Neutrophile Granulozyten

haben auBlerhalb des Knochenmarks eine Lebensdauer von bis zu 4 Tagen.

Eosinophile Granulozyten

Die eosinophilen Granulozyten dhneln den neutrophilen Granulozyten und stellen 2- 4% der
Leukozytenpopulation. Sie besitzen im Unterschied grobere und mit Eosin intensiv rot
farbbare Granula, mit zumeist nur 2 Kernsegmenten und sind ca. 12- 15pum grofl und somit
etwas grofler als die neutrophilen Granulozyten. Eos (altgriechisch) bedeutet Morgenrote.
Eosinophile Granulozyten haben bei Vorhandensein von als Allergen wirkenden
Fremdproteinen immunregulatorische Fiahigkeiten, weswegen es physiologisch bei Allergien
zu einer vermehrten Eosinophilie kommt. Sie sind ferner zur Abwehr von Parasiten und zum
Fibrinabbau bei Fibrinbildung im Rahmen von Entziindungsprozessen befdhigt. Thre
Funktionen erfiillen die eosinophilen Granulozyten im Gewebe und in entziindlichen
Exsudaten durch Freisetzung des toxischen Inhalts ihrer Granula. Gleichzeitig werden
Zytokine freigesetzt die andere eosinophile Granulozyten anlocken, so dass z.B. die
Parasitenabwehr verstarkt wird. Eosinophile Granulozyten besitzen auflerdem die Fahigkeit

zur Phagozytose.'



Basophile Granulozyten

Die basophilen Granulozyten sind 8 -11um gro3 und somit etwas kleiner als eosinophile- und
neutrophile Granulozyten. Bis zu 3% der Leukozyten im Blut sind basophile Granulozyten.
Sie spielen eine Rolle bei der allergischen Soforttypreaktion, da sie an Ihrer Zelloberflache
Rezeptoren fiir spezifisches Immunglobulin E besitzen und in ihrem Zellinnern Histamin,
Heparin und das gefidBaktive Serotonin speichern, welche bei Aktivierung freigesetzt werden
konnen. Bei Aktivierung der Basophilen kann es daher zu einer allergischen Soforttypreaktion

bis zum anaphylaktischen Schock des Patienten kommen.'

1.2.2 Lymphozyten

Lymphozyten (20-40%) werden in 3 funktional unterscheidbare Typen unterteilt:
e B-Lymphozyten (80%)
e T-Lymphozyten (20%)
e NK-Zellen (natiirliche Killerzellen) (<1%)

Lymphozyten haben einen Durchmesser von etwa 8-12um, wobei B- und T-Lymphozyten
etwas kleiner als die NK-Zellen sind. Der Zellkern der Lymphozyten ist rund oder ovaloid mit
scholliger Chromatinstruktur. Der Zytoplasmasaum ist meist schmal und zart blau (basophil).
Lymphozyten sind immunkompetente Zellen. Sie unterstiitzen die Phagozyten (neutrophile
Granulozyten, Monozyten) bei der Abwehr gegen Infektionen und korperfremde Stoffe durch
Bereitstellung spezifischer Antikorper.

Lymphozyten werden dafiir in Knochenmark, Thymus, Milz und Lymphknoten ,,gepragt™, das
bedeutet, dass sie lernen welche Zellstrukturen als fremd anzusehen sind und welche nicht.
Damit gehoren die Lymphozyten zur spezifischen Immunantwort. Durch Zellteilung der im
Knochenmark ,,geprigten" B-Lymphozyten entstehen Plasmazellen mit einer Lebensdauer
von wenigen Wochen, sowie Gedichtniszellen die mehrere Jahre bis lebenslang im Korper

. . 1
verweilen konnen.



1.2.3 Monozyten

Monozyten stellen 2-10% der Leukozytenpopulation dar, sind 20-40pum grof3 und ihr oftmals
gelappter Kern zeigt eine feine, aber unruhige Chromatinstruktur. Thr Zytoplasma ist blaugrau
und erscheint durch winzige Granulationen unruhig. Mitunter kénnen Vakuolen beobachtet
werden. Die eine Hélfte der Monozyten zirkuliert, die andere gehdrt dem marginalen
(gefaBwandstédndigen) Pool an. Sie spielen eine wichtige Rolle als phagozytierende
Abwehrzellen und besitzen ebenfalls die Fahigkeit sich amoboid zu bewegen. Sie gehdren
ferner zu den antigenpridsentierenden Zellen und konnen inflammatorische Zytokine
freisetzen. Im Gewebe werden sie nach immunologischer Stimulation zu Makrophagen.

Der wichtigste Speicherort der Monozyten ist die rote Milzpulpa, von der sie bei akuten

Entziindungprozessen in groBer Zahl freigesetzt werden kénnen.'

1.3 Rote Blutkorperchen (Erythrozyten)

Erythrozyten sind der zelluldre Hauptbestandteil des Blutes mit ca. 96 % der Zellen. Ihre
durchschnittliche Lebenszeit betrdgt in etwa 120 Tage. Erythrozyten besitzen keinen Zellkern
und keinen Zytoskelett und sind somit leicht verformbar. Dies ermoglicht ihnen die Passage
von Arteriolen und kleinsten Gefdlle. Gealterte Erythrozyten werden im retikuloendothelialen
System, vorwiegend in der Milz, abgebaut, wobei ihre Zellbestandteile zum Teil der
Erythropoese wieder zurlickgefithrt wird. Im Blutkreislauf eines gesunden Erwachsenen
zirkulieren zwischen 24 bis 30 Billionen Erythrozyten (24-30x10'% Zellen). Im Rahmen der
Erythropoese werden téglich rund ein Prozent der Erythrozyten ausgetauscht. Dies entspricht
einer Bildungsrate von mehr als 3.000.000 Erythrozyten pro Sekunde. Der
Entwicklungszyklus eines Erythrozyten dauert etwa 5-7 Tage.'



1.4 Blutplittchen (Thrombozyten)

Thrombozyten sind diskusformige 2-3,5um grofle und 0,5-0,75um dicke Blutbestandteile, die
durch Abschniirung der Megakaryozyten des Knochenmarks entstehen. Das Blut eines
Erwachsenen enthélt etwa 150.000-350.000 Blutplédttchen pro pl. Die Lebensdauer der
Thrombozyten betrdgt in etwa 7-10 Tage. Ihr Abbau erfolgt in der Milz, Leber und Lunge.
Thrombozyten sind kernlos und besitzen im Zytoplasma zwei unterschiedliche Zonen: Das
zentrale Granulomer, das unter anderem aus verschiedenen Granulumtypen, Ribosomen und
Glykogenbestandteilen besteht, sowie das granulumfreie, periphere Hyalomer.

Die Kernaufgabe der Thrombozyten ist die Bildung von Thromben im Rahmen der
physiologischen Blutstillung. Thrombozyten werden dabei durch Adhdsion an eine
subendotheliale Basalmembran oder Kollagen in einen aktivierten Zustand versetzt, bei dem
es nach intrazelluldrer Freisetzung von ADP zu einer Verformung und Aggregation der Zelle
kommt. Schreitet dieser Prozess weiter fort, fithrt er zu einer Freisetzung von Mediatoren, die

zu einer irreversiblen Aggregation und zu einer Aktivierung der Gerinnungskaskade fiihren.'

1.5 Blutvolumen

Der menschliche Korper besteht zu etwa 41% aus festen Stoffen und zu 59% aus
Fliissigkeiten. In den GefdBen eines Erwachsenen zirkulieren zwischen 4,5 und 6 1 Blut. Die
GroBe des Blutvolumens verdndert sich auch kurzfristig je nach Fliissigkeits- und
Salzaufnahme um bis zu 1,5 1. Der prozentuale Anteil der Blutzellen am gesamten
Blutvolumen wird als Hamatokrit bezeichnet. Da die Erythrozyten den Hauptteil der zelluldren
Bestandteile ausmachen, ist der Hadmatokritwert auch ein Beurteilungskriterium flir die
Blutmenge.

Bei Frauen liegt der Hamatokrit bei ca. 40 — 44%, bei Minnern geringfiigig hoher (43 — 47%).

Diese geschlechtsspezifischen Unterschiede sind hauptsichlich hormonell bedingt.’



1.6 Serumelektrophorese

Unter Serumelektrophorese versteht man allgemein die Wanderung von geladenen Teilchen
im elektrischen Feld. Im engeren Sinn bezeichnet man damit Verfahren zur quantitativen
Bestimmung der Relationen der verschiedenen Proteinfraktionen in Korperfliissigkeiten. Fiir

diese Auftrennung der Eiweille wird bei der Elektrophorese Blutserum verwendet.

Je nach Wanderung im elektrischen Feld unterscheidet man die folgenden Fraktionen:

e -Albumine 55-70%

e -0;- Globuline 2 - 5% (oy-Antitrypsin, a;-Lipoprotein (HDL))

e -02-Globuline 5-10% (Coeruloplasmin, Haptoglobin)

e -B-Globuline 10 - 15% (B-Lipoprotein, Transferrin,
beta-2-mikroglobin,Plasminogen)

e -y-Globuline 12 -20% (Immunglobuline)

Fir die Beurteilung der Elektrophorese ist zu beriicksichtigen, dass die Summe der
detektierten Proteine immer 100% der Serumproteine darstellen. Verringert sich eine Fraktion,
erscheinen die {ibrigen Fraktionen relativ vermehrt, obwohl sie absolut betrachtet unverdandert

sind.*

1.7 Hamatopoetische Stammzellapherese

Apheresegerite zur selektiven Separation von Blutbestandteilen werden seit den sechziger
Jahren angewendet. Der Begriff Apherese (von griechisch adaipev) bedeutet ,,abtrennen®.

Die Zellseparation fiir medizinische Anwendungen erfolgte erstmalig 1934 mit einer Art
,Leukozytenpaste®, welche durch Zentrifugation von Vollblut gewonnen wurde. Bei der

Zentrifugation trennen sich die Granulozyten, Leukozyten und Thrombozyten von den



Erythrozyten und lagern sich als diinne Schicht {iber dem Erythrozytensediment an. Diese
diinne Schicht wird als buffy coat bezeichnet.® Bei der peripheren Blutstammzellapherese
(PBSC-Apherese) hatte sie jedoch zunédchst kaum eine Bedeutung, da die hdmatopoetischen
Vorlauferzellen (HVZ) kaum im peripheren Blut zirkulieren, sondern sich primir im
Knochenmark befinden und so der peripheren Blutstammzellapherese (PBSC-Apherese) nicht
zuginglich waren. Die periphere Blutstammzellapherese (PBSC-Apherese) mit ausreichender
Zellseparation von hidmatopoetischen Vorlduferzellen (HVZ) wurde erst durch die
Entwicklung von hdmatopoetischen Wachstumstaktoren (G-CSF) moglich. G-CSF stimuliert
nicht nur das Uberleben und die Proliferation von Vorlduferzellen des Hamatopoetischen
Systems, sondern es fiihrt auBerdem dazu, daB sich diese hdmatopoetischen Vorlduferzellen
von ihrer gewohnten Umgebung, dem Knochenmark, 16sen und in das periphere Blut
abwandern. Dies ermdglicht erst diese vornehmlich CD34+ hidmatopoetischen Vorlduferzellen

in ausreichender Anzahl fiir eine Transplantation aus dem peripheren Blut zu gewinnen.

Dem Spender wird dabei iliber mehrere Tage vor der Apherese tiglich G-CSF s.c. injiziert.
Hierbei wird mit Dosen zwischen 5 bis 15ug/kg Spenderkorpergewicht gearbeitet. Mit diesem
Verfahren konnen bis etwa 5x10° CD34+ Zellen pro kg Spenderkdrpergewicht gewonnen

.. . . . 5.6
werden, ohne den Spender den Risiken einer Knochenmarksbiopsie auszusetzten.™’

1.8 Charakterisierung der hiimatopoetischen Vorliuferzellen

Die hé@matopoetischen Vorlduferzellen (HVZ) zeichnen sich durch die Féhigkeit zur
Selbsterneuerung und zur Ausdifferenzierung in verschiedene Blutzellinien aus. Sie werden in
erster Linie benotigt, wenn es nach Hochdosischemotherapie maligner Tumoren zu einer stark
verzogerten oder ausbleibenden Blutbildung kommt. Je nachdem, ob die Stammzellen vom
Patienten selbst oder von einem gesunden (HLA-identischen) Spender stammen, spricht man
von der Gewinnung autologer oder allogener Stammzellen. Etwa 0,1% aller himatopoetischen
Vorléauferzellen (HVZ) des Kdrpers befinden sich im peripheren Blut. Identifiziert werden sie

durch ihre Fahigkeit zur Bildung von in vitro Zellkolonien auf bestimmten Nidhrboden
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(Colony Forming Units) oder neuerdings durch den Stammzellmarker CD34. Zwischen 0,03%
bis maximal 0,15% der Leukozyten im peripheren Blut gesunder Individuen exprimieren
diesen Marker auf ihrer Zelloberflédche.

Da die Expression von CD34 auf der Zelloberfliche von hdmatopoetischen Vorlduferzellen
wihrend der Reifung abnimmt ist sie eher ein stadien- als ein linienspezifisches

Differenzierungsantigen. Beim Erwachsenen sind 2—6% aller Knochenmarkszellen CD34+.’

Die hdmatopoetischen Vorlduferzellen (HVZ) sehen morphologisch wie kleine bis mittelgrof3e
Lymphozyten aus und sedimentieren bei Zentrifugation im Bereich der Lymphozyten und
Monozyten. Bei der Stammzellapherese wird daher der Bereich der mononukledren Zellen,
d.h. der Lympho- und Monozyten gewonnen. Da sich die mononukleédren Zellen im Gegensatz
zu Granulozyten vergleichsweise gut von den Erythrozyten im Schwerefeld trennen lassen,

werden zur Stammzellapherese keine Sedimentationsbeschleuniger benotigt.

1.9 Himapheresesystem Cobe Spectra

In unserer Klinik wird fiir die PBSC-Apherese das COBE Spectra Apheresesystem verwendet.
Das COBE Spectra Apheresesystem der Firma Caridian BCT, Inc., Blood Component
Technology ist ein automatisches Apherese-System. Das COBE Spectra System besteht aus
Einwegteilen (vorbefestigter Trennkanal mit Blutschlduchen) und dem eigentlichen
Separations-Apheresesystem. Bei der Apherese wird dem Spender bzw. dem Patienten {liber
eine Armvene das Blut entnommen, dem Apherese-System zugefiihrt und nach Passage und
Zellseparation der gewiinschten Blutbestandteile liber die kontralaterale Armvene wieder
zuriickgefiihrt. Das entnommene Blut wird durch ein geschlossenes, steriles Schlauchsystem
geleitet, wobei eine geringe Menge Antikoagulans (Zitronensdure) zugesetzt wird, um die

Gerinnung des Blutes im Apherese-System zu verhindern.

Die Zellseparation der gewiinschten Blutbestandteile erfolgt dabei durch extrakorporale

Zentrifugation, Filtration oder durch die Kombination beider Verfahren.
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Auf der folgenden Abbildung 2 kénnen wir ein in unserer Klinik verwendetes COBE Spectra

Apheresesytem sehen.

Abb.2: Apheresegerat Cobe Spectra

1.10 Granulozyten-Colonie stimulierender Faktor (G-CSF)

1.10.1 Morphologie, Funktion und Wirkungsweise von G-CSF

Burgess und Metcalf beschrieben 1980 erstmalig das humane G-CSF.'"" Es ist ein

Glykoprotein aus 204 Aminosduren und einem Molekulargewicht von 19600 Dalton. Der
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Genlocus befindet sich auf dem langen Arm von Chromosomen 17. Makrophagen,
Endothelzellen, Fibroblasten und Stromazellen des Knochenmarkes haben die Fihigkeit G-
CSF zu bilden. G-CSF Rezeptoren befinden sich auf reifen neutrophilen Granulozyten,
Monozyten und deren Vorlduferzellen und haben eine wichtige Rolle in der Proliferation,
Lebensdauer, Differenzierung und Funktion von neutrophilen Granulozyten und deren
Vorléduferzellen. Der G-CSF Rezeptor besteht aus 812 Aminosduren. G-CSF bindet an die
extrazellulire Doméne zweier Rezeptoren mit dem N-terminalen oder mit dem C-terminalen
Ende. In der dadurch dimerisierten Form des Rezeptors werden die Signale iiber
Phosphorylierung mittels aktivierter zellulrer Tyrosinkinasen weitergeleitet."'

Lieschke et al." zeigten, dass Méuse mit fehlendem G-CSF eine persistierende Neutropenie
mit Neutrophilenzahlen von etwa 30% der Norm haben. Diese Ergebnisse konnten die
Wichtigkeit von G-CSF in der Entwicklung der neutrophilen Granulozyten unterstreichen. G-
CSF steht in der Wirkung in enger Interaktion mit anderen Zytokinen insbesondere dem
Interleukin 6, dessen Genlocus sich ebenfalls auf dem langen Arm vom Chromosom 17
befindet. G-CSF und Interleukin 6 stimulieren jeweils die Bildung des Anderen. Interleukin 6
ist ein wichtiges Zytokin in der Akuten Phase Reaktion und stimuliert die Bildung von Akute

Phase Proteinen, wie z.B. die des CRP.'* '

1.10.2 Spezielle Wirkung von G-CSF

G-CSF stimuliert das Uberleben sowie die Proliferation von Vorlduferzellen des
hdmatopoetischen Systems. Die Reifung der neutrophilen Granulozyten wird dabei extrem
beschleunigt von 7 Tagen auf nur 1,5 Tage. Die Vorlduferzellen des hidmatopoetischen
Systems wandern sich unter G-CSF Stimulierung vermehrt in das periphere Blut. Bei der i.v.
Gabe von G-CSF kommt es nach 5 bis 10 Minuten und nach der s.c. Injektion nach 30 bis 60
Minuten zu einem vorldufigen Abfall der neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut,
gefolgt von einem Anstieg auf das Mehrfache des Ausgangswertes. 12 Stunden nach der
Injektion ist der Gipfel des Anstieges erreicht um nach 24 bis 48 Stunden wieder abzufallen.
Bei wiederholten Dosen erreicht die Granulozytenzahl in der zweiten Behandlungswoche ein

Plateau und beginnt dann langsam wieder zu sinken. Charakteristisch fiir den G-CSF-
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abhdngigen Anstieg ist eine Linksverschiebung der neutrophilen Granulozyten hin zu mehr
stabkernigen Neutrophilen, sowie das Auftreten von Myelozyten, Promyelozyten und

15, 16

gelegentlich Myeloblasten im peripheren Blut. G-CSF mobilisierte Granulozyten sind in

threr Funktionsfahigkeit nicht eingeschriankt und zeigen eine unverdnderte Halbwertszeit im

peripheren Blut von etwa 8 Stunden.'”'®

1.10.3 Nebenwirkungen von G-CSF

Nebenwirkungen treten bei 70% der mit G-CSF behandelten Spendern bzw. Patienten auf und
sind in der Regel eher Geringfiigig, wie z.B. Knochenschmerzen, Myalgien, Arthralgien,
Kopfschmerzen, Ubelkeit, Midigkeit, Fieber und Hautrotungen. Die Schmerzen sind mit
einfachen Analgetika gut zu behandeln. Schwerwiegende Nebenwirkungen wie Splenomegalie
mit Milzruptur, eine neutrophile Dermatose wie Sweet’s Syndrom, Pyoderma gangraenosum,
leukozytoklastischen Vaskulitis, interstitielle Pneumonie und ARDS werden selten
beobachtet.. Durch die gesteigerte Granulozytenaktivitit kommt es zu einer reversiblen
Erhohung der Harnsdure, alkalische Phosphatase, v-Glutamyltransferase sowie der

Laktatdehydrogenase.

2 Ziele der Arbeit

Die Anwendung von G-CSF fiihrt nicht nur ausschlieflich zur gewiinschten Erh6hung der
hdmatopoetischen Vorlduferzellen, sondern ist auch mit zusétzlichen Verdnderungen des
Blutbildes verbunden, die in diesem Kontext als unerwiinschte Nebenwirkungen bezeichnet
werden konnten.

Das Ziel dieser retrospektiven Arbeit ist es, die blutbild- und laborchemischen Veranderungen,
unter G-CSF Gabe, vor und nach der peripheren Blutstammzellapherese (PBSC-Apherese),
sowie die Effektivitit der G-CSF Stimulation und die anschlieBende Separation zu

untersuchen.
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3 Material und Methodik

Ausgewertet wurden retrospektiv.  die Daten von Spendern der peripheren
Blutstammzellapherese ~ (PBSC-Apherese) und im  Vergleich dazu Daten von
Knochenmarkspendern, die zwischen Januar und Dezember 2012 an der Universitit
Diisseldorf durchgefiihrt wurden. Die Daten wurden anhand der vorhandenen Krankenakten
erfasst.

Alle Stammzellkonzentrate wurden im Institut flir Transplantationsdiagnostik und
Zelltherapeutika der Universitdtsklinik Diisseldorf gewonnen. Die Daten der PBSC-Apherese-
Spender und der Knochenmarkspender und der Stammzellkonzentrate (SZK) wurden anhand

der Spenderakten und der Blutstammzellaphereseprotokolle erfasst.

3.1 Spender

Die Stammzellsubstrate wurden von 42 Spendern im Alter zwischen 22 und 57 Jahren
gewonnen (6 Frauen und 36 Maénner). Das Durchschnittsalter lag mit einer
Standardabweichung von 8,31 Jahren bei 41,36 Jahren.

Die Knochenmarkspende erfolgte bei 14 Patienten im Alter zwischen 13 und 51 Jahren

(4 Frauen und 10 Ménner). Das Durchschnittsalter lag mit einer Standardabweichung von
11,28 bei 33,38 Jahren. Entsprechend den Richtlinien zur Gewinnung von Blut und
Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten der Bundesirztekammer " wurde
jeder Spender durch Anwendung eines Fragebogens, einer personlichen drztlichen Befragung
und Untersuchung vor jeder Spende fiir gesund und spendetauglich befundet. Vor der PBSC-
Apherese erfolgte eine ausfiihrliche Aufkldarung iiber Wesen, Bedeutung, Durchfiihrung,
Nebenwirkung und Risiken des Verfahrens. Es war maximal eine vorausgegangene Separation
in der Anamnese zuldssig, welche mindestens vor 6 Monaten durchgefiihrt wurde. Die
Voruntersuchung (VU) lag nicht langer als 5 Wochen vor der PBSC-Apherese zuriick.
Eingeschlossen wurden nur Spender mit einer Leukozytenzahl zwischen 3x10°Zellen/l -

13x10°Zellen/I vor medikamentéser Mobilisierung.
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Weitere Spenderbedingungen vor der Apherese waren ein Himoglobinwert > 7,1 mmol/l, eine
Thrombozytenzahl > 100x10°Zellen/l, ein Blutdruck systolisch zwischen 100 und 180mmHg
sowie diastolisch < 100mmHg, einen Ruhepuls zwischen 50 und 110 Schldgen/min und eine
Korpertemperatur < 37,5°C. Der Spender musste weiterhin ABO- und Rhesus-kompatibel sein,

sowie einen negatives ,,Leukozyten-Cross Match* mit dem Empfanger vorweisen.

4 Tage hintereinander sowie am 5. Tag kurz vor der PBSC-Apherese erhielt jeder geeignete
Spender 10 pg/kg KG G-CSF s.c. injiziert. Als Praparat wurde das Medikament Lenograstim
(Granucyte34®) der Firma CHUGAI PHARMA verwendet, welches in immortalisierten
Ovarialzellen des Chinesischen Hamsters erzeugt wird und identisch zu endogenem G-CSF

ist.2?

3.2 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Computerprogramm GraphPad Prism 5 sowie
mit Microsoft Excel.

Sie erfolgte durch die Berechnung der entsprechenden arithmetischen Mittelwerte, des Median
und der Standardabweichung der einzelnen Werte.

Zur Beurteilung der Effektivititsunterschiede innerhalb der einzelnen Gruppen hinsichtlich
Signifikanzen wurde der Student’s T-Test angewendet.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 G-CSF assoziierte Verinderungen des Blutbildes

In Tabelle 1 sind jeweils die Mittelwerte der entsprechenden Blutparameter der PBSC-

Apherese Spender, sowie der Knochenmarkspender (KM Tx) aufgefiihrt.

den PBSC-Apherese Spendern und

Als Untersuchungszeitpunkte hatten wir bei
Knochenmarkspendern jeweils die Voruntersuchung (VU), sowie kurz vor der PBSC-
Apherese (vor ZS) bzw. vor der Knochenmarkspende (vor KM Tx). Bei den PBSC-Apherese
Spendern haben wir auflerdem die Blut-und laborchemischen Parameter nach der PBSC-

Apherese bestimmt (nach ZS).

Tabelle 1: Verdnderungen des Blutbildes

Apherese Spender KM Spender

VU vor ZS nach ZS VU vor KM Tx
WBC (x10°/1) 6,24+1,38 | 44,74+13,35 | 41,10+10,72 | 6,57+2,33 | 6,73+1,53
Lymph(x10°/1) 1,91+0,61 | 3,70+1,26 | 2,27+0,77 | 1,87+0,67 | 1,73+0,53
Neu(x10%/1) 3,58+0,91 | 38,15+11,82 | 36,37+9,94 | 3,87+1,64 | 4,29+1,14
Mono(x10°/1) 0,51+0,14 | 2,02+1,44 | 1,80+0,89 | 0,53+0,18 | 0,51+0,14
Eos(x10°/1) 0,17+0,11 | 0,59+0,28 | 0,49+0,24 | 0,23+0,14 | 0,16+0,13
Baso(x10°/I) 0,07+0,03 | 0,28+0,21 | 0,20+0,12 | 0,07+0,04 | 0,06+0,03
RBC(x10"%/1) 512+0,40 | 4,88+0,41 | 4,73+0,43 | 5,05+0,40 | 4,98+0,35
HGB(g/dl) 14,81+1,31 | 14,15+1,25 | 13,73+1,25 | 14,78+1,63 | 14,40+1,53
HCT(%) 44,68+3,70 | 42,61+3,56 | 41,24+3,62 | 44,15+4,50 | 43,44 +3,95
MCV/(fL) 87,28+3,69 | 87,38+3,57 | 87,33+3,51 | 87,32+4,18 | 87,28+4,32
MCH(pg) 28,93 +1,55 | 29,00+1,60 | 29,07+1,64 | 29,24+2,06 | 28,93+2,05
MCHC(g/dl) 33,15+0,78 | 33,19+0,91 | 33,28+0,98 | 33,49+1,61 | 33,11+0,97

Abklrzungen: Apherese

Spender= PBSC-Apherese-Spender, KM Spender= Knochenmarkspender,

WBC= Leukozyten, Lymph= Lymphozyten, Neu= neutrophile Granulozyten, Mono= Monozyten, Eos
bzw. Baso= eosinophile bzw basophile Granulozyten, RBC= Erythrozyten, HGB= Hamoglobin, HCT=
Hamatokrit, MCV= mittleres korpuskulares Volumen, MCH= mittleres korpuskuldres Hamoglobin und
MCHC= mittlere korpusculdre Hamoglobin Konzentration, g= Gramm, |= Liter, fl= Femtoliter, pg=
Pikogramm, dI= Deziliter
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Bei den PBSC-Apherese-Spendern kam es unter der G-CSF Mobilisierung bis kurz vor der
PBSC-Apherese (vor ZS) zu folgenden Blutbildverdnderungen:

Ein signifikanter Anstieg der gesamten Granulozytenpopulation, insbesondere der
neutrophilen Granulozyten von 3,58 x10° Zellen/I (SD +/- 0,91) auf 38,15 x10°Zellen/I(SD +/-
11,82).

Die Lymphozytenpopulation stieg absolut betrachtet signifikant von 1,91 x10°Zellen/l (SD+/-
0,61) auf 3,7 X109Zellen/l(SD +/-1,26)an. Relativ betrachtet war jedoch ein signifikanter
Abfall des Lymphozytenanteils von urspriinglich 30,4% auf 8,7% zu verzeichnen, welche

bedingt ist durch einen sehr deutlichen Anstieg der neutrophilen Granulozyten.

Der Anstieg der Monozyten bei den PBSC-Apherese Spendern war ebenfalls signifikant. Hier
stieg der Ausgangswert von 0,51x10°Zellen/l (SD +/-0,14) auf 2,02x10°Zellen/I(SD +/-1,44).
Relativ betrachtet sank auch dieser Wert signifikant von 8,2% auf 4,5%.

Dadurch kam es zu einem signifikanten Gesamtanstieg der WBC von urspriinglich 6,24x10°

Zellen /I(SD +/-1,38) auf 44,74 x10°Zellen/I(SD +/-13,35).

Die roten Blutkdrperchen hingegen sanken signifikant ab von 5,12x10°Zellen/I(SD +/-0,40)
auf 4,88x10°Zellen/I(SD +/-0,41), wie auch das Himoglobin von 14,81g/dl (SD +/-1,31) auf
14,15g/dl (SD +/-1,25) und das Hématokrit von 44,68% (SD +/-3,70) auf 42,61% (SD +/-
3,56).

Nach der PBSC-Apherese kam es zu einem signifikanten Abfall der WBC Zahl von
44,74x10° Zellen /1 (SD +/-13,35) auf 41,10x10° Zellen /I(SD +/-10,72).

Bei der Kontrollgruppe der Knochenmarkspender, die keine Vorbehandlung bekamen, waren
weder bei den weillen Blutkdrperchen, noch bei den roten Blutkdrperchen signifikante
Verdnderungen der Blutparameter bei der Voruntersuchung (VU), sowie kurz vor der

Knochenmarkspende (vor KM Tx) zu erkennen.
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4.2 G-CSF assoziierte Verinderungen der Harnsiure

Die Harnsdure wurde bei 32 PBSC-Apherese-Spendern zum Zeitpunkt der Voruntersuchung

(VU) sowie nach der PBSC-Apherese (nach ZS) erfasst.

Hierbei kam es zu einem signifikanten Anstieg der Harnsaure von 5,49mg/dl (SD +/-1,19) auf
6,44mg/dl (SD +/-1,26), wie in der folgenden Abb. 3 dargestellt.

Harnsiiure (mg/dl)

VU nachZS

Abb.3: G-CSF assoziierte Verdanderungen der Harnsaure

Der Boxplot stellt den Median (schwarzer Balken), das 25%-75%-Intervall (grauer Kasten), sowie
das 5%-95%-Intervall (T-Striche) dar. Die Harnsaurewerte wurden von 32 PBSC-Apherese Spendern
ermittelt. VU= Voruntersuchungstermin, nach ZS= nach der PBSC-Apherese, mg= Milligramm,
dI=Deziliter
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4.3 G-CSF assoziierte Verinderungen des CRP

Das C-Reaktive Protein (CRP) wurde bei 14 Apherese Spendern am Voruntersuchungstermin

(VU) sowie nach der G-CSF Stimulation am Tag der PBSC-Apherese (nach ZS) untersucht.

Auch hier konnte unter G-CSF Mobilisierung eine signifikante Steigerung des CRP von
urspriinglich <0,3mg/dl auf 1,3mg/dl (SD +/-0,94) beobachtet werden.

Die CRP Steigerung wurde in Abb.4 mit einem Vierfelderdiagramm veranschaulicht, wobei

CRP-Werte <0,3 mg/dl als negativ und CRP-Werte >0,3mg/dl als positiv angesehen wurden.

VU nach ZS

[F(’:E:F?J(E,;\:ng/ml) 0 1 3

!Z]Figt?,;:;!ml) 14 1

Abb.4 G-CSF assoziierte Verdnderungen des CRP
Insg. wurden die CRP Werte von 14 Patienten bestimmt. VU = Voruntersuchungstermin,
nach ZS = nach der PBSC-Apherese, CRP= C-Reaktives Protein, mg= Milligramm, ml= Milliliter
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4.4 G-CSF assoziierte Verinderungen der Thrombozyten

Unter der G-CSF Mobilisierung konnte eine signifikante Abnahme der Anzahl der
Blutpléttchen (PLT) sowie deren durchschnittlichem Volumen (MPV) im peripheren Blut
beobachtet werden, wie in der Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 2: G-CSF assoziierte Verdanderungen der Thrombozyten

VU vor ZS nach ZS SZK
PLT(x10°) 240,48 +43,37 217,69 +41,57 134,17 +39,00 1992,57 +744,48
MPV(fl) 8,48 +1,15 7,95 +1,03 7,07 +1,06 9,51 +1,50

PLT= Anzahl der Blutplattchen, MPV= Plattchenvolumen, VU= Voruntersuchungstermin, fl= Femtoliter,
vor ZS= nach der Mobilisierung mit G-CSF, nach ZS= nach der PBSC-Apherese, SZK=
Stammzellkonzentrate

Ein weiterer signifikanter Abfall des PLT und MPV im peripheren Blut folgte nach der PBSC-
Apherese.

In den Stammzellkonzentraten selber war das MPV nach der PBSC-Apherese im Durchschnitt
deutlich erhoht auf 9,51f1 (SD +/-1,50), wo hingegen im peripheren Blut selber nach der
PBSC-Apherese nur ein MPV von 7,071l (SD +/-1,06) bestand.

Die Verteilung der Thrombozytenvolumen in der Voruntersuchung, nach der Mobilisierung,
vor der PBSC-Apherese sowie in den Stammzellkonzentraten(SZK) kann man in Abb.5

ersehen in dem fiir das MPV jeweils 3 Gruppen gebildet wurden.
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35 ~

30 A

20 - BMPV <7l
EMPV7-9fl

15 -+
B MPV >09fl

VU vor ZS nach 7S SZK

Abb.5: Verteilung der Thrombozytenvolumen

Blaue Saule : Anzahl der Spender bzw. Produkte MPV < 71l

Rote Saule : Anzahl der Spender bzw. Produkte MPV 7 - 9fl

Grine Saule : Anzahl der Spender bzw. Produkte MPV > 9fl

Im 1.Saulendiagram Verteilung der MPV bei der Voruntersuchung (VU)

Im 2.Saulendiagram Verteilung der MPV vor der PBSC-Apherese (vor ZS)

Im 3. Saulendiagram Verteilung der MPV nach der PBSC-Apherese (nach ZS)
Im 4. Saulendiagram Verteilung der MPV im Stammzellkonzentrat (SZK)
MPV= mittleres Plattchenvolumen, fl= Femtoliter

Im peripheren Blut kam es nach der PBSC-Apherese unter Beriicksichtigung des geschitzten
Blutvolumens zu einer Thrombozytenabnahme von im Durchschnitt 453,35x10°
Thrombozyten je Spender. In den Stammzellkonzentraten waren im Durchschnitt jedoch nur
338,79x10° Thrombozyten nachweisbar. Nach der PBSC-Apherese haben wir also in den
Stammzellkonzentraten im Durchschnitt 115x10° Thrombozyten weniger als erwartet.

In der Kontrollgruppe der KM Spender konnte keine signifikante Verdnderung der PLT sowie
der MPV von der VU bis zur KM Spende festgestellt werden, wie in der Tabelle 3 zu

erkennen ist.
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Tabelle 3: PLT und MPV der Knochenmarkspender

VU vor KM TX
PLT(109/I) 243,53 +48,80 242,08 +40,18
MPV(fl) 8,59 +0,86 8,38 +0,85

PLT= Anzahl der Blutplattchen, MPV= Volumen der Blutplattchen, fl= Femtoliter
VU= Voruntersuchungstermin, vor KM TX= vor der Knochenmarkspende, I= Liter

4.5 G-CSF assoziierte Verinderungen der Serumelektrophorese

In der folgenden Tabelle 4 sind die Verdnderungen der Serumelektrophorese bei insgesamt
13 Apherese Spendern aufgefiihrt.
Die Laborparameter wurden in der Voruntersuchung(VU), sowie kurz nach der PBSC-

Apherese (nach ZS) ermittelt.

Tabelle 4: G-CSF assoziierte Verdanderungen der Serumelektrophorese

VU nach ZS
ges.Eiweild g/dl 7,11 +0,28 7,06 +0,39
Albumin % 60,2 +2,64 59,3 +2,52

g/dl| 4,42+0,17 4,22 +0,15
Al Globulin % 3,66 +0,38 4,75 +0,56
g/dl 0,27 +0,05 0,32 +0,04
A2 Globulin % 9,01 +0,69 9,81+1,19
g/dl 0,65 +0,07 0,69 +0,10
BetaGlobulin % | 11,16+1,46 11,61 +1,54
g/dl 0,80+0,13 0,82+0,14
Gamma Globulin % 14,18 +2,59 14,01 +2,76
g/dl 0,99 +0,21 1,00 +0,23

VU= Voruntersuchung, nach ZS = nach der PBSC-Apherese, g= Gramm,

dI= Deziliter
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Unter der G-CSF Mobilisation konnte ein signifikanter Anstieg des al Globulinanteils von
3,66% (SD +/-0,38) auf 4,75%(SD +/-0,56) bzw. 0,27 g/dl (SD +/-0,05) auf 0,32 g/dl (SD +/-

0,04), sowie des a2 Globulinanteils von 9,01% (SD +/-0,69) auf 9,81% (SD +/-1,19) bzw.

0,65 g/dl (SD +/-0,07) auf 0,69 g/dl (SD +/-0,10) festgestellt werden.

Ebenfalls signifikant war der Abfall der Albuminfraktion von 60,2% (SD +/-2,64) auf 59,3%
(SD +/-2,52) bzw. 4,42 g/dl (SD +/-0,17) auf 4,22 g/dl (SD +/-0,15).

Die ges. Eiweillkonzentration, sowie die Beta-und die Gamma- Globuline waren nicht

signifikant veréndert.

4.6 G-CSF assoziierte Verinderungen der CD 34+ Zellen

Unter G-CSF Stimulation kam es zu einer signifikanten Zunahme der CD34+ Zellen im
peripheren Blut auf etwa das 36-fache der Norm.
Dies ermoglichte im Durchschnitt eine erfolgreiche Separation von 1790,4 CD34+

Stammezellen pro pul Stammzellkonzentrat, wie in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Tabelle 5: G-CSF assoziierte Verdanderungen der CD 34+ Zellen

VU vor ZS SZK

CD 34+ Zellen /ul 2,65+ 1,36 96,54 +50,73 1790,4 +907,8

VU= Voruntersuchung, vor ZS= nach der Mobilisierung mit G-CSF, SZK= Stammzellkonzentrate

Bei im Durchschnitt 332 ml je SZK ergibt das im Durchschnitt 5,9x10° CD34+ Zellen pro
Spende.

Die Anzahl der Leukozyten im peripheren Blut sank unter Beriicksichtigung des geschétzten
Blutvolumens im Durchschnitt pro Spender absolut um 20846x10° Zellen, wohingegen in den
Stammzellsubstraten selber im Durchschnitt 63510x10° Leukozyten separiert wurden.

Dies bedeutet, dass insgesamt mehr Leukozyten separiert wurden, als der Abfall der

Leukozyten im peripheren Blut rechnerisch vermuten lief3e.
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4.7 Korrelation Leukozytenzahl nach der Mobilisierung und Separationseffektivitit von

WBC

Eine hohere Leukozytenzahl vor der PBSC-Apherese flihrte zu einer signifikant erniedrigten

Zellseparationseffektivitit von Leukozyten, wie in Abb.6 zu erkennen ist.

30
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WBC (x1079/ml) vor ZS

Abb.6: Korrelation WBC vor ZS und Separationseffektivitit von WBC
WBC-= Leukozyten, vor ZS= nach der Mobilisierung mit G-CSF, miI= Milliliter
Collection Efficiency = Separationseffektivitat
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4.8 Korrelation Leukozytenzahl nach der Mobilisierung und Separationseffektivitit von

CD34+ Zellen

Bei steigender Leukozytenzahl vor der PBSC-Apherese nimmt die Separationseffektivitit von

CD34+ Zellen signifikant ab, siche dazu Abb. 7.
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Abb.7: Korrelation WBC vor ZS und Separationseffektivitiat von CD34+ Zellen
WBC=Leukozyten, vor ZS = nach der Mobilisierung mit G-CSF, ml= Milliliter,
Collection Efficiency= Separationseffektivitat,
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Um dies eingehender zu untersuchen wurden die Spender in 2 Gruppen unterteilt.
In die 1.Gruppe kamen die Spender die eine Separationseftektivitét fiir CD34+ Zellen (CE)

<45% vorwiesen, in die 2. Gruppe kamen die Spender mit einer CE von >45%.

Wir konnten feststellen, dass die 1.Gruppe mit einer CE< 45% eine signifikant hohere Anzahl
an WBC vor ZS hatte als die 2. Gruppe mit einer CE>45%. Dies bedeutet, dass ein hoherer
Leukozytenausgangswert vor ZS zu einer geringeren CE von CD 34+ Zellen fiihrte, s. Abb.8.
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Abb.8: Abhingigkeit WBC vor ZS und CE CD 34+ Zellen
14 Spender haben einen CE<45% und Median eine WBC vor ZS von 53,54x1029Zellen,

27 Spender haben einen CE>45% und Median eine WBC vor ZS von 40,29x10”9Zellen,
CE= Separationseffektivitat, WBC= Leukozyten
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4.9 Korrelation Leukozytenzahl nach der Mobilisierung und Anzahl von gesammelten

CD34+ Zellen in den Stammzellkonzentraten

Eine hohe Anzahl von Leukozyten (WBC) nach der Mobilisierung (vor ZS) korrelierte
signifikant mit einem besseren Separationsergebnis von CD34+ Zellen wihrend der gesamten

Apheresedauer, wie in Abb.9 zu erkennen ist.
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Abb.9: Korrelation WBC vor ZS und Anzahl CD34+ Zellen in den SZK
SZK= Stammzelkonzentrate, vor ZS= nach der Mobilisierung mit G-CSF,
WBC=Leukozyten, mi= Milliliter
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4.10 Korrelation der Separationseffektivitit von CD34+ Zellen und dem Abfall der

Leukozytenzahl nach der Apherese

Die Separationseffektivitit von CD34+ Zellen zeigt keine signifikante Korrelation mit dem

Abfall der Leukozyten wihrend der PBSC-Apherese, wie in Abb. 10 dargestellt.
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Abb.10: Korrelation CE CD34+ Zellen und WBC Abfall nach der Apherese
Collection Efficiency = Separationseffektivitat, WBC= Leukozyten, ml= Milliliter
PBSC-Apherese= periphare Stammzellapherese
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4.11 Abhéngigkeit zwischen “Knochenmarkdynamik“ und Separationseffektivitit von

CD34+ Zellen

Spender reagieren auf die PBSC-Apherese von Leukozyten im peripheren Blut sehr
unterschiedlich. Es gibt Spender die keinen wesentlichen Riickgang der Leukozyten im
peripheren Blut vorweisen und es gibt Spender die mit einem wesentlichen Riickgang der
Leukozyten reagieren. Da die Leukozyten hauptsichlich ihren Reservepool im Knochenmark
besitzen, scheint eine gewisse “Knochenmarkdynamik® zu bestehen. Spender mit einer guten
“Knochenmarkdynamik®, also Spender, die die Leukozytenverluste im peripheren Blut durch
die PBSC-Apherese gut durch das Ausschwemmen von Leukozyten aus dem Knochenmark
kompensieren, haben im Gegensatz zu den Patienten die kaum dynamisch auf die
Leukozytenverluste wéhrend der PBSC-Apherese reagieren, keinen signifikanten Vorteil bei

der Separationseffektivitit von CD 34+ Zellen, wie in Abb. 11 zu erkennen.
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Abb.11: Abhangigkeit “Knochenmarkdynamik® und CE CD34+ Zellen
CE= Separationeffektivitat, WBC= Leukozyten, SZK= Stammzellkonzentrat
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4.12 Korrelation Abfall der Thrombozytenzahl nach der Apherese und
Separationseffektivitit von CD34+ Zellen

Eine signifikante Korrelation zwischen dem Abfall der Thrombozyten nach der PBSC-
Apherese und der Zellseparationseffektivitit von CD34+ Zellen konnte festgestellt werden, s.

Abb. 12.
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Abb.12: Korrelation PLT nach der Apherese und CE CD34+ Zellen
PLT = Thrombozytenzahl, CE = Separationseffektivitat
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4.13 Korrelation Leukozytenzahl und Harnséiure nach Mobilisation mit G-CSF

Es besteht eine deutliche Korrelation zwischen Zunahme der Leukozytenzahl und der

Harnsdure nach Mobilisierung mit G-CSF Stimulation, wie in Abb. 13aufgefiihrt.
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Abb.13: Korrelation WBC und Harnsaure nach Mobilisation mit G-CSF
WBC-= Leukozyten, mg= Milligramm, di= Deziliter
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4.14 Korrelation Leukozytenzahl und CRP nach Mobilisation mit G-CSF

Eine signifikante Korrelation zwischen WBC Anstieg nach der Mobilisierung und CRP

Anstieg nach der Mobilisierung konnte nachgewiesen werden, s. Abb. 14.

3,5
S *
i 3
=
E
= 2,5
8= *
25
53]
SE 15 * <&
c *—
& 1
-; ’
E y=-0,0195x+1,7969 4 * e i
o 0,5 R%=0,0631 ¢ *
5 ®
0 \ 4
0 10 20 30 40 50 60 70
WBC Anstieg nach G-CSF Stimulation (x10/9)

Abb.14: Korrelation WBC und CRP nach Mobilisation mit G-CSF
CRP = C-Reaktives Protein, WBC = Leukozyten
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5 Diskussion

In unseren Untersuchungen haben wir die Blutbild- und laborchemischen Verédnderungen, die
unter G-CSF Mobilisierung bei der peripheren Blutstammzellapherese (PBSC-Apherese)
auftreten konnen und die Effektivitit der G-CSF-Stimulation sowie der anschlieBenden
Separation untersucht. Wir analysierten dafiir 42 PBSC-Apherese-Spender (6 Frauen, 36
Mainner), sowie als Kontrollgruppe 14 Knochenmarkspender (4 Frauen und 10 Minner),

welche sich von Januar bis Dezember 2012 einer Stammzellspende unterzogen.

Die PBSC-Apherese Spender erhielten zur Mobilisierung der hamatopoetischen
Vorlauferzellen das G-CSF Lenograstim. Lenograstim ist ein O-glykosyliertes Protein. Es gibt
auch nicht O-gykolisierte himatopoetische Wachstumstaktoren wie z.B. das Filgrastim, sowie
dessen Nachfolgepridparat das PEGylierter PEGfilgrastim, wobei keine wesentlichen
Unterschiede bei der klinischen Wirksamkeit zwischen glykosyliertem und unglykosyliertem
Protein bestehen.

Das O-glykolisierte Lenograstim zeigt eine grolere Stabilitét gegeniiber Polymerisation und
Denaturierung auf, als das nicht glykolisierte Filgrastim, weswegen es eine geringfiigig hohere

Kapazitit zur Wachstumsstimulation hat.*'

Das Mobilisationsergebnis unter G-CSF ist sehr Dosisabhédngig, wobei iiblicherweise Dosen

von 5-15pug/kg KG s.c. appliziert werden.

Die Mobilisierung erfolgte bei unseren PBSC-Apherese-Spendern mit 10pgkg KG
Lenograstim s.c. iiber 5 Tage. Dieses Mobilisierungsregime wird in anderen
Fachliteraturquellen als pharmakologisch sehr effektiv angesehen, so dass wir von einer

optimalen Stimulierung der Vorlduferzellen bei unseren PBSC-Apherese-Spendern ausgehen.
22,23
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Das Mobilisierungsschema wurde von allen Spendern sehr gut toleriert und es traten keine

schwerwiegenden Nebenwirkungen auf.

Unter der Mobilisierung mit G-CSF nach dem o.g. Schema kam es zu einem deutlichen
Anstieg der Leukozyten bei allen Spendern, insbesondere der neutrophilen Granulozyten. Der
WBC stieg von 6,24x10°Zellen/l auf 44,74x10°Zellen/l. Die neutrophilen Granulozyten
stiegen von 3,58x10°Zellen/] auf 38,15x10°Zellen/], welches eine Steigerung um das knapp
11-fache des Ausgangswertes bedeutet. Dieser massive Anstieg hatte einen relativen Abfall
der Lymphozyten von 30,6% auf 8,3%, sowie der der Monozyten von 8,2% auf 4,5% zur
Folge, obwohl absolut betrachtet die Lymphozytenanzahl sich verdoppelte und der

Monozytenanteil sich sogar vervierfachte (s. Tabelle 1)

Der Anteil der hidmatopoetischen Vorlduferzellen im peripheren Blut stieg von 2,64 CD34+
Zellen pro pl Blut auf 96,54 CD34+ Zellen pro ul Blut. Im gewonnenen Zellsubstrat selber
befanden sich 1790,4 CD34+. Zellen pro pl. Bei einem durchschnittlichen Zellsubstrat von
321ml ergeben sich somit 5,7x10® CD34+ Zellen pro Stammzellkonzentrat bei insgesamt 6,3
x10'° Zellen pro PBSC-Apherese (s. Tabelle 5).

Von anderen Autoren publizierte Untersuchungen zeigten Separationsergebnisse mit Werten
von bis zu 4,1 bis 6,8x10" Zellen pro Leukapherese. Dabei erfolgte die Mobilisierung
ebenfalls mit G-CSF 5 bis 10 pg/kg KG.** 22627, 28, 29,3031, 32

Durch die Mobilisierung mit G-CSF konnten somit aus dem peripheren Blut ausreichend
CD34+ hamatopoetische Vorlduferzellen fiir eine Stammzelltransplantation gewonnen

werden.
Die absolute Anzahl der Leukozyten im peripheren Blut bei geschitztem Blutvolumen sank
nach der PBSC-Apherese im Durchschnitt pro Spender um 2,0x10'° Zellen, wo hingegen im

Zellsubstrat im Durchschnitt 6,3x10'" Leukozyten separiert wurden.

Dies bedeutet, dass insgesamt mehr Leukozyten separiert wurden, als der Abfall der



35

Leukozyten im peripheren Blut rechnerisch vermuten lieBe. Es gibt also Reservemechanismen
des Korpers um verlorenen Leukozyten auszugleichen in dem es weitere Leukozyten in das

zirkulierende, periphere Gefaflsystem ausschwemmit.

Bekannt sind dabei 3 folgende Reservemechanismen:

Die ,, mitotische Reserve®, welche durch eine Zunahme der Geschwindigkeit der Zellzyklen
bei vermehrtem Umsatz in der Myelopoese gekennzeichnet ist.

Die ,,postmitotische Reserve®, welche durch im Knochenmark befindliche, ausgereifte
Granulozyten auf Abruf basiert.

Der sog. ,,marginaler Zellpool“, welche durch wandstindige Granulozyten besteht, die bei
Bedarf in den sog. ,zirkulierenden Zellpool* iibertreten konnen. Die Halfte der peripheren
Granulozyten befindet sich in diesem ,,marginalen Zellpool*.

Zu berlicksichtigen ist, dass der Wert fiir Leukozyten ausschlielich aus dem ,,zirkulierenden
Pool* bestimmt wird.

Die Leukozytenwerte wihrend der Apherese zeigten jedoch sehr unterschiedliche Dynamiken.
Bei einigen Patienten sanken diese ab und bei anderen Patienten stiegen diese wiederum
weiter an. Wir fiihrten diese unterschiedliche Dynamik in der Reserve v.a. auf das im
Knochenmark befindliche ,,postmitotische Reservepool zuriick, da die ,,mitotische Reserve*
durch die G-CSF Stimulation ausgereizt ist, und der ,,marginale Zellpool*“ nur bestimmte
Kapazititsgrenzen aufweist, welche diese grole Spannbreite der Ergebnisse nicht erkliaren
kann.**-**

Diese ,,Knochenmarkdynamik® scheint bei jedem Spender unterschiedlich zu reagieren. Dies
wiirde auch erkldren warum eine hohe Separationseffektivitit bei den Spendern nicht
automatisch auch zu einem hohen WBC Abfall nach der Apherese fiihrt. (s. Abb.10)

Um dies differenzierter zu untersuchen haben wir die PBSC-Apherese-Spender in 2 Gruppen
unterteilt. Die 1. Gruppe (10 Spender) stieg mit der Anzahl der WBC nach der Apherese, die
2. Gruppe (32 Spender) hingegen zeigte einen WBC Riickgang nach der Apherese. Die
Separationseffektivitit fiir CD34+ Zellen betrug in der 1. Gruppe 47% und in der 2.Gruppe
46%. Ein Zusammenhang zwischen dem Abfall oder Anstieg der WBC nach der PBSC-
Apherese (nach ZS) und der Zellseparationseffektivitit konnte dabei nicht nachgewiesen

werden.
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Die Knochenmarkdynamik kann man in etwa abschétzen, indem man den WBC Abfall bzw.
Zunahme nach der Apherese mit den gesammelten WBC im Stammzellsubstrat vergleicht.

Um eine mogliche Korrelation zwischen Separationseffektivitit fiir CD34+ Zellen und der
vermuteten ,,Knochenmarkdynamik® zu untersuchen haben wir diese Parameter verglichen
und sahen dabei keine signifikante Korrelation zwischen Separationseffektivitit fiir CD34+

Zellen und der ,,Knochenmarkdynamik*. (s. Abb.11)

Diese vermutete ,,Knochenmarkdynamik® kann man auch mit folgendem Ansatz bestimmen.

Die Thrombozyten wie auch die Leukozyten werden von dem Apheresesystem separiert. Die
Thrombozytenzahl zeigt dabei bei simtlichen Patienten einen Abfall, obwohl auch hier ein
Reservepool in der Milz besteht, der der Zellseparation in etwa entspricht. Dies legt die
Vermutung nahe, dass bei den Thrombozyten nicht die Mdglichkeit besteht aus der Milz so
schnellen Nachschub zu generieren, wie die Leukozyten aus dem Knochenmark anscheinend
der Fall ist. Um die Knochenmarkdynamik der Spender zu beurteilen kann somit der Abfall
der Thrombozyten in Relation zu dem Riickgang der WBC bei der Apherese hilfreich sein.
Weitere Arbeiten zum Versténdnis dieser ,,Knochenmarkdynamik* bei der Apherese wiren

sinnvoll.

Uberraschenderweise  filhrten hohe Leukozytenzahlen vor der Apherese nicht
zwingenderweise zu einer hoheren Zellseparationseffektivitit, weder fiir die Leukozyten
gesamt, noch speziell fiir die CD 34+ Zellen (s.Abb.6 und Abb.7). Wir sahen hingegen einen
Zusammenhang zwischen einer hohen Leukozytenzahl vor der PBSC-Apherese (vor ZS) und
einer hoheren Ausbeute an CD34+ Zellen wéhrend der gesamten Apheresedauer (s. Abb.9).

Um die Ergebnisse genauer zu untersuchen wurden die Spender in 2 Gruppen unterteilt
(s.Abb.8). Die eine Gruppe hatte fiir CD34+ Zellen einen CE < 45%, die andere Gruppe einen
CE > 45%. Die Gruppe mit einem CE < 45% hatte einen signifikant hoheren Leukozytenzahl
vor ZS mit 53,54x10()Zellen/ml, als die Gruppe mit dem hoheren CE mit 40,29xlOQZellen/ml.
Wir erklirten uns das damit, dass das Apheresesystem seine Grenzen bei der
Separationsmenge hat und somit ab einem bestimmten ,,Sattigungswert™ nicht die Effektivitat
der Separation weiter so aufrechterhalten kann. Dieser Wert scheint an Hand unserer Daten

grob bei einem Wert um ca. 40 x10° Leukozyten pro ml zu liegen.
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Die G-CSF Stimulation fiihrte zu einem leichten Abfall bei den roten Blutkorperchen von 5,12
x10°Zellen/l auf 4,88x10°Zellen/l, beim Himoglobin von 14,81g/dl auf 14,15g/dl und beim
Héamatokrit von 44,68% auf 42,61% (s. Tabelle 1). Dieser Riickgang des Himoglobin, des
Héamatokrits, sowie der Erythrozytenzahl werden in vergleichbarer Weise auch in weiteren
Verdffentlichungen beschrieben.'* '

Die Erythrozytopoese braucht bis zum Reifen Erythrozyten ca. 5- 9 Tage, hingegen dauert die
Granulozytopoese unter G-CSF Stimulation nur 1,5 Tage. Die Laboranalysen in unserer
Studie umfassen jedoch nur 5 Tage nach Beginn der Mobilisierung. Eine Zunahme der
Erythrozytenzahl wire daher in dieser Zeitspanne nicht zu erwarten gewesen.

Einen positiven Effekt auf die Erythrozytopoese, durch Interaktion des G-CSF mit Interleukin
6, welches wiederum auf die Eythropoese stimulierend wirkt, war also in unserer Studie so

nicht nachweisbar, ist aber anzunehmen.*®

Eine Verdnderung des Héamatokrit, des Hédmoglobin, oder der Erythrozytenzahl in der
Kontrollgruppe der Knochenmarkspender zwischen der VU und kurz vor der

Knochenmarkspende bestand wie erwartet nicht (s. Tabelle 1).

Unter der Mobilisierung kam es zu einem signifikanten Anstieg der Harnsdure von 5,49mg/dl
auf 6,44mg/dl (s.Abb.3). Eine Korrelation zwischen der Zunahme der Harnsdure und der
Leukozyten unter der Mobilisierung war zu erkennen, d.h. dass die Harnsdure umso mehr

Anstieg, je mehr Leukozyten vom Spender gebildet wurden (s. Abb.13).

Die Erhohung der Harnsdure ist durch den erh6hten Umsatz an Leukozyten unter der G-CSF
Mobilisierung bedingt und ist reversibel. Pathologische Werte, die evtl. einen Gichtanfall bei

dem Spender induzieren konnten, verzeichneten wir jedoch nicht.

Das C-Reakive Protein (CRP) stieg ebenfalls unter der G-CSF Stimulation von <0,30mg/dl
auf 1,39mg/dl. Bei allen untersuchten Spendern kam es unter der Mobilisierung zu einer

pathologischen Zunahme des CRP (s. Abb.4).
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Eine stirkere Zunahme des CRP war mit einer geringeren Zunahme der Leukozyten unter der

Mobilisierung vergesellschaftet (s. Abb.14).

Bei den mobilisierten Spendern fiel ferner ein signifikanter Anstieg weiterer Akut Phase
Proteine in der Serumelektrophorese auf, wie z.B. al Globulin von 3,66% auf 4,75% bzw.
0,27g/dl auf 0,32¢g/dl, sowie des a2 Globulin von 9,01% auf 9,81% bzw. 0,65g/d auf 0,69g/dl
(s. Tabelle 4).

Der Anteil von Albumin sank signifikant von 60,2% auf 59,3% bzw. 4,42 g/dl auf 4,22 g/dl.

G-CSF assoziierter Anstieg von Akut Phase Proteinen wird auch in anderen Publikationen

. 37,23,32
beschrieben.?”> %>

Inwiefern die massive Granulozytose und der Anstieg der Akute Phase Proteine im Sinne
einer Entzlindungsreaktion ohne Erreger zu einem Abfall des Himatokrit durch Beeinflussung
des koloidosmotischen Druck fiihrt, ist nicht abschlieBend zu kldren, zumal der verminderter
Albumingehalt nach G-CSF Stimulation dem entgegensinnig wirkt.

Der verminderte Hamatokrit verschleiert den absoluten Anstieg der Akut-Phase Proteine wie
die des CRP, sowie die der al- und a2 Globuline, sowie den relativen Abfall der

Lymphozyten.

Der Anstieg der Akut-Phase Proteine, sowie der relative Abfall der Lymphozyten ist also
hoher zu erwarten, als die absoluten Zahlen es vermuten lieBen, gibe es keinen erniedrigten

Héamatokrit.

Die Anzahl der Thrombozyten im peripheren Blut verringerte sich unter der G-CSF
Stimulation zunéchst geringfiigig um ca. 10 %.

Einen wesentlich deutlicheren Abfall der Thrombozytenzahlen sahen wir jedoch nach der
PBSC-Apherese um weitere 40% (s. Tabelle 2). Vergleichbare Thrombozytenabfille werden

. 37,23,32
ebenfalls von anderen Autoren beschrieben.’” %>
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Einen prognostischen Zusammenhang zwischen dem Thrombozytenabfall nach der PBSC-
Apherese und der Zellseparationseffektivitit konnten wir erkennen (s. Abb.12). Die PBSC-
Apherese Spender haben eine umso bessere Separationeffektivitit fiir CD34+ Zellen, je
weniger das Apheresesystem falschlicherweise auch Thrombozyten apherisiert. Dies wiirde

die Vermutung eines sog. Sittigungswertes wie oben beschrieben unterstiitzen.

Der Thrombozytenabfall war jedoch nicht ausschlieBlich dadurch bedingt, das die
Thrombozyten in das Zellsubstrat filtriert wurden, denn in den gewonnenen Substraten hatten
wir im Schnitt nur 338,79x10° Thrombozyten pro Spende, wobei rechnerisch 453,35x10°
Thrombozyten im peripheren Blut fehlten.

Diese Thrombozytendifferenz von im Schnitt 115x10° Thrombozyten pro Spender kann durch
mechanische Beanspruchung, Filtrationseffekte oder durch eine Gerinnungsaktivierung im
Sinne einer Aggregatbildung bei der Apherese, aber auch z.T. durch Messfehler bedingt sein,
die beim Zell-Counter bei zunehmender Thrombozytenzahl auftreten kénnen (z.B. durch

zunehmende Zelliiberlappung).

Auch hier muss Beriicksichtigt werden, dass das Blutvolumen nur geschétzt wurde, und somit

mit einer Ungenauigkeit behaftet ist.

Wir konnten ebenfalls einen zunédchst moderaten Abfall des mittleren Thrombozytenvolumens
nach der Mobilisierung von 8,48fl auf 7,981l feststellen, der nach der Apherese noch weiter
abfiel auf 7,07fl. In den Stammzellsubstraten selber war jedoch ein deutlich erhohtes mittleres
Thrombozytenvolumen von 9,511 nachweisbar. Wir flihrten dieses Ergebnis darauf zuriick,
dass technisch bedingt das Apheresesystem bevorzugt groBere Thrombozyten apherisiert
(s.Abb.5).

Aber auch hier muss beriicksichtigt werden, dass bei zunehmender Zellzahl der Zell-Counter
falschlicherweise, womoglich Aufgrund von steigenden Zelliiberlappungen, insgesamt grof3ere
Volumina berechnet. Diese Uberlappungen der Zellen wiirden zum geringen Teil auch die

rechnerisch fehlenden Thrombozyten bei den Zellsubstraten erklaren.
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Andererseits muss beriicksichtigt werden, dass in der Volumenberechnung der Thrombozyten
im peripheren Blut EDTA zum Einsatz kommt und in den Zellsubstraten Zitrat. Da Zellen im
Zitrat-Milieu eher schrumpfen als im Vergleich zum EDTA-Milieu, ist sogar zu erwarten, dass
in einem EDTA-Milieu die Thrombozyten in den Zellsubstraten weiter an Volumen zunehmen

wiirden.

So gesehen heben sich die Messabweichungen fiir das Bléttchenvolumen durch den Zell-

Counter und das Zitrat Milieu z.T. gegenseitig auf.

Anderlini et al.*® beschreiben unter anderem das Risiko von Thrombozytopenien bei
Granulozytenspenden, deren Ursache neben der G-CSF-Wirkung auch im Aphereseprozedere
zu sehen ist. Die Thrombozytenabfille im peripheren Blut der Spender dieser Arbeit waren
alle klinisch irrelevant und konnen demnach als nicht therapiebediirftige, moderate
Nebenwirkung der G-CSF-Stimulation gesehen werden. Sie lagen in dieser Arbeit im Schnitt
bei 453,35x10° Thrombozyten pro Spender.

In der Kontrollgruppe der Knochenmarkspender, welche keine spezifische Vorbehandlung
erhielten, war die PLT und MPV in der Voruntersuchung, sowie kurz vor der

Knochenmarkspende wie erwartet unauffallig (s. Tabelle 3).
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6 Schlussfolgerung

Die Anwendung von G-CSF fiihrt zu einer deutlichen Steigerung von CD 34+ Stammzellen
im peripheren Blut, welche durch Separation mittels Aphereseautomaten dann in
ausreichender Anzahl fiir eine Stammzelltransplantation gesammelt werden kann. Das
Mobilisierungsregime wurde von den Patienten ohne schwerwiegende Komplikationen

vertragen.

Die Verdnderungen auf das Blutbild, die wir in diesem Kontext als unerwiinschte
Nebenwirkung bezeichneten, waren eine massive relative und absolute Erhoéhung der
neutrophilen Granulozyten, einen absoluten Anstieg der Monozyten und Lymphozyten, bei

jedoch relativen Abfall dieser durch die massive Erh6hung der neutrophilen Granulozyten.

Im roten Blutbild war ein geringfiigiger Abfall der Erythrozyten, des Himoglobins und des

Hamatokrits zu erkennen.

Die Akut Phase Proteine wie al- und a2 Globuline, wie auch das CRP stiegen unter der G-
CSF Mobilisierung, wie auch die Harnséure, als Folge des erh6hten Leukozytenumsatzes.
Unter Beriicksichtung des geringeren Hamatokrit muf3 der relative Abfall der Lymphozyten
und der Anstieg der Akut Phase Proteine kritischer betrachtet werden.

Der CRP- und Harnsdure-Anstieg war in Korrelation mit dem WBC-Anstieg, wobei keine

pathologischen Harnsdurewerte bei den Spendern erreicht wurden.

Die Thrombozytenzahlen waren unter der Mobilisierung, insbesondere aber nach der
Apherese durch mechanische Belastung, Filtrationseffekte, sowie durch eine
Gerinnungsaktivierung im Sinne einer Aggregatbildung deutlich riickldufig. Bei unserem
Patientenkollektiv traten dadurch keine Komplikationen auf, wie sie in der Literatur z.T.

beschrieben werden.



42

Es zeigte sich, dass das Apheresesystem bevorzugt volumindse Thrombozyten separiert,
wobei ein Fehler bei dem Zellcounter bei zunehmender Thrombozytenzahl vermutet werden
muss. Genauere Untersuchungen hierzu wéren sinnvoll. Ein niedrigerer Abfall der
Thrombozytenzahl wihrend der Apherese war mit einer besseren Separationseffektivitit

verbunden.

Der Abfall der Leukozyten wihrend der Apherese war hingegen nicht mit einer besseren
Separationseffektivitit vergesellschaftet. Wir fiihrten diesen Befund darauf zuriick, dass das
Knochenmark dynamisch auf den Riickgang der WBC reagiert im Sinne eines Reservepools.

Eine genauere Untersuchung zum Verstdndnis dieser ,,Knochenmarkdynamik* wiére ebenfalls

sinnvoll.

Das Apheresesystem zeigt bei der Separation der WBC einen gewissen ,,Sattigungswert™ fiir
die Separationseffektivitit der WBC, ab der die Separationseffektivitidt bei zunehmender
WBC abnimmt. Der optimale ,,Sattigungswert* fiir WBC lag bei unserem Kollektiv sehr grob
geschitzt bei ca. 40x10° Zellen/1.
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