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1 Abkirzungsverzeichnis

ADCC antibody-dependent cellular cytotoxicity

ALL akute lymphatische Leukamie

AML akute myeloische Leukamie

ARDS adult respiratory distress syndrome (akute respiratorische Insuffizienz)
ATP Adenosintriphosphat

BFU-E burst forming unit erythroid

CD cluster of differentiation/cluster of determinants

CFU-Baso colony forming unit basophile
CFU-E colony forming unit erythroid

CFU-Eo colony forming unit eosinophile
CFU-G colony forming unit granulocyt
CFU-M colony forming unit monocyt

CFU-Mast  colony forming unit Mastzelle

CFU-Meg colony forming unit megacaryocyt

CMV Cytomegalie Virus

CR Complement receptor

CrP C-reaktives Protein

EBV Epstein-Barr-Virus

FcyRlll Fc-Region-Rezeptor fir Immunglobuline
G-CSF granulocyte-colony stimulating factor
GK Granulozytenkonzentrat

GM-CSF granulocyte/macrophage-colony stimulating factor

GS Granulozytenspende

GTX Granulozytentransfusion
GvHD Granft-versus-Host-Disease
HES Hydroxyethylstéarke

HIV human immunodeficiency virus
HLA human leukocyte antigen

HSZ hamatopoetische Stammzelle
ICAM Intercellular adhesion molecule
IFN Interferon

IGF Insulin-like growth factor



JAM
/kg KG
KMTX
KOF
LAM-1
LFA
Mac-1
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NK
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Interleukin

junctional adhesion molecule

pro Kilogramm Kdérpergewicht
Knochenmarkstransplantation
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leukozytares Adhasionsmolekil 1
leucocyte function associated antigen
membrane-activated complex 1
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
neutrophile Granulozyten
Naturliche Killerzelle

Plattchen aktivierender Faktor
Blutplattchen (Thrombozyten)

Red Blood Cells (Erythrozyten)
systemischer Lupus erythematodes
Stammezelltransplantation
Tumornekrosefaktor
Transplantation

Vascular Cell Adhesion Molecule
White Blood Cells (Leukozyten)



2 Zusammenfassung

Die Granulozytentransfusion (GTX) ist ein seit den 60er Jahren des 20. Jahrhunderts
klinisch angewendetes therapeutisches Verfahren bei der Behandlung von mit
Antibiotika bzw. Antimykotika unbeherrschbaren Infektionen. Nachdem die GTX auf
Grund unzureichender Sammlungsqualitat mit geringen Anzahlen von neutrophilen
Granulozyten (nG) zwischenzeitlich wenig Beachtung fand, hat sie mit dem Einsatz
von hamatopoetischen Wachstumsfaktoren und der verbesserten Sammelausbeute
durch technische Fortschritte in der Apherese eine Art Renaissance erlebt und findet
wieder vermehrt Anwendung. Durch Zellmobilisierung in den Spendern mittels
Vorbehandlung mit granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) alleine oder in
Kombination mit Glykosteroiden und enorm verbesserten Sammeleffektivitaten
kébnnen heute ausreichende Mengen an nG separiert werden. Das
Haupteinsatzgebiet der GTX liegt in der Behandlung von unbeherrschbaren
Infektionen wahrend durch iatrogene Immunsuppression im Therapieverlauf von
onko-hamatologischen Erkrankungen hervorgerufener Neutropenien. Da diese
Erkrankungen in vielen Fallen bei Kindern und Jugendlichen auftreten, ist der Einsatz
von GTX in dieser Altersgruppe nicht selten. Es liegen derzeit jedoch nur wenige
kontrollierten Studien zur GTX bei Kindern und Jugendlichen vor, wobei diejenigen
mit positiver Bewertung Uberwiegen.

Ziel dieser Arbeit war es, die Effektivitat von GTX bei Kindern zur Beeinflussung von
Infekten in neutropenen Situationen anhand von Blutbildverdnderungen und
Entzindungsparametern nachzuweisen. Daflir wurden 134 Granulozytenkonzentrate
(GK) von 58 ausschlieBlich mannlichen Spendern nach Stimulation mit 263 pg G-
CSF per Durchflusszellseparation gewonnen. Unmittelbar nach Gewinnung wurden
diese 26 Patienten im Kindes- und Jugendalter mit zumeist onko-hamatologischen
Erkrankungen wahrend eines unter gezielter antibiotischer bzw. antimykotischer
Therapie andauernden neutropenischen Zustandes transfundiert.

Die gewonnenen GK'’s enthielten durchschnittlich 4,2 — 4,6 x 10'° Leukozyten (WBC)
bzw. 3,5 — 3,8 x 10" neutrophile Granulozyten (nG). Damit konnte eine mittlere
Dosis von 2,7 — 3,7 x 10" nG/m? KOF des Empfangers bzw. 0,9 — 1,2 x 10° nG/kg
KG des Empfangers erzielt werden. Nach erfolgter GTX stiegen die WBC im
peripheren Blut der Empfanger durchschnittlich um 0,87 x 10% an, das CrP sank



durchschnittlich um 16,2 mg/l und die Sauerstoffsubstitution blieb mit einem
Absinken von 0,06 | anndhernd unbeeinflusst.

Die wahrend des multimodalen Therapieregimes erfolgte Transplantationsart und
das verwendete Transplantationsmaterial, sowie ob es sich um eine neoplastische
Erkrankung des hamatopoetischen Systems oder eine Erkrankung eines anderen
Organsystems handelte, besaB keinen signifikanten Einfluss aus die Effektivitat der
GTX. Es konnte auf Grund eines zu kleinen Patientenkollektives nicht mit
statistischer Signifikanz belegt oder widerlegte werden, ob dem Verlauf des CrP-
Gehaltes im peripheren Blut nach GTX die Bedeutung eines prognostischen Faktors
fir das Ansprechen einer GTX-Therapie und des Outcomes zu zuschreiben ist. Der
durchschnittliche CrP-Abfall nach GTX ist bei Uberlebenden Patienten mit 23,6 mg/!
aber deutlich gréBer als mit 9,7 mg/l bei spater verstorbenen Patienten.

Die gewonnen Ergebnisse zeigen, dass Kinder und Jugendliche mit einem Anstieg
der WBC und einem Abfall des CrP im peripheren Blut von der therapeutischen GTX
bei mit Antibiotika bzw. Antimykotika unbeherrschbaren Infektionen profitieren. Mit
der Verbesserung der Blutparameter wird damit die Ausgangslage zur
Infektionsbekampfung verbessert und die Grundlage fiir eine Verbesserung des
klinischen Outcomes hergestellt.

Fir die erfolgreiche Zukunft des klinischen Einsatzes der GTX sind noch eine
Vielzahl von weiterflihrenden Untersuchungen notwendig. So besteht zur
Verbesserung der Qualitdt der GK’s noch groBes Potential in der Ermittlung der
optimalen Spenderstimulation sowie der Eruierung des Sammlungsprozederes mit
der besten Effektivitdt und den besten Zelleigenschaften der GK's. Weiterhin
erforderlich ist eine allgemeine Leitlinie zum GTX-Regime bezlglich der
empfohlenen Dosierung von nG’s und der Dauer der Anwendung. Die
Dosierungsempfehlung sollte dabei nicht in absoluten Zellzahlen, sondern in Zellen
je kg KG des Spenders bzw. je m? KOF des Spender erfolgen, um die GTX somit der
physischen Konstitution des Empfangers gerechter werden zu lassen. Da das CrP im
klinischen Alltag bereits als unspezifischer Marker flr bakterielle Infektionen
anerkannt ist, sollte ermittelt werden, ob es neben einer Verlaufbeschreibung der
Infektion auch eine prognostische Aussage liefern kann.



3 Einleitung

3.1 Hamatopoese

Die im peripheren Blut zirkulierenden reifen Zellen sind funktionelle Endzellen. Das
heiBt, sie besitzen nicht die Fahigkeit zur Teilung und gehen dem Kérper nach ihrer
begrenzten Lebensdauer verloren. Diese Verluste missen ersetzt werden, und dabei
das bestehende Verhaltnis der Menge der verschiedenen Blutzellen zueinander
erhalten bleiben. Ferner muss der Kdrper dynamisch auf Akutsituationen, die den
Verbrauch oder den Bedarf an Blutzellen steigern, mit einer adaquaten
Neubildungsrate reagieren kénnen und so den Mehrbedarf decken.

Die Produktion der Blutzellen findet beim Erwachsenen im Knochenmark statt.
Ausgehend von einer pluripotenten hamatopoetischen Stammzelle beginnt die
Hamatopoese unter  dem Einfluss verschiedener h&matopoetischer
Wachstumsfaktoren mit der Stammzelldifferenzierung in myeloische (aus welchen
die neutrophilen Granulozyten hervorgehen), lymphoide und nichthdmatopoetische
Stammzellen. (48, 97)
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Abb. 1: Schematische Darstellung der hAmatopoetischen Differenzierung
Abkirzungen: BFU-E = erythroid burst forming unit, CFU-GM = granulocyte-
monocyte colony-forming unit, CFU-Baso/Eo = basophile and eosinophile colony-

forming unit



3.2 Granulozytenfunktion in physiologischer Umgebung

3.2.1 Histologische Einteilung und Vorkommen

Die histologische Einteilung der Granulozyten erfolgt durch Farbung nach
Pappenheim in basophile Granulozyten, eosinophile Granulozyten und neutrophile
Granulozyten. Neutrophile Granulozyten bilden mit 50 — 70% den gréBten Anteil an
Leukozyten. Eosinophile Granulozyten sind mit 2 — 5% und basophile Granulozyten
mit 0 — 1% in deutlich geringerer Anzahl im menschlichen Blut vorhanden. (97)

Ihre Lebensdauer ist mit maximal 4 Tagen sehr gering. Trotz ihrer niedrigen
Halbwertszeit im Blut von 6 - 7 Stunden zirkulieren ca. 20 Milliarden neutrophile
Granulozyten im Blut und bilden den so genannten zirkulierenden Pool. Weitere 20
Milliarden haften an GefaBwanden, vor allem in Milz und Lunge, und werden als
marginaler Pool bezeichnet. Der aus nochmals 40 Milliarden reifer neutrophiler
Granulozyten bestehende Knochenmarkspool stellt eine Reserve an rasch
mobilisierbaren Zellen bei einem gesteigerten Bedarf dar. (48)

3.2.2 Morphologie des neutrophilen Granulozyten

Leukozyten sind kernhaltige Blutzellen, die im ungefarbten mikroskopischen Praparat
neben den kraftig roten Erythrozyten als weiBe Zellen imponieren und mit einer
Anzahl von 4000 bis 11000 pro mm?® (ul) im menschlichen Blut eines Erwachsenen
vorkommen. Neutrophile Granulozyten bilden mit rund 2/3 die gr6Bte Fraktion der
Leukozyten des Menschen, wobei ihr Anteil altersabhéangig schwanki.

Neutrophile Granulozyten haben einen Durchmesser von ca. 12 ym. Charakteristisch
ist der mit einer Kernmembran begrenzte, im Zytoplasma liegende Zellkern, welcher
aus 2 — 5 untereinander mit feinen Chromatinfaden verbundenen Segmenten
besteht. Junge Neutrophile besitzen einen stabférmigen Zellkern, der sich erst im
Zuge der Reifung segmentiert. Zellen mit Kernen die aus mehr als 5 Segmenten

bestehen werden als hypersegmentiert bezeichnet und gelten als alt.



Abb. 2: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines neutrophilen

Granulozyten
Abkdrzungen: 1 = Erythrozyt, 2 = Endothelzelle, Pfeil = Nucleus

Flr das Zytoplasma kennzeichnend ist das Vorkommen von 50 — 200 Granula pro
Zelle. Sie sind von einer Membran umgeben und werden in azurophile und
spezifische Granula unterteilt. Beide Arten von Granula enthalten Enzyme, die zur
Parasitenverdauung nach erfolgter Phagozytose von Bedeutung sind. Bestandteile
der Granula sind Myeloperoxidasen zur Bildung von Hypochlorid, a-Defensine,
Lysozyme, Serinproteasen, saure Hydrolasen, Kollagenasen, Gelatinasen,
Histaminasen, Plasminogenaktivator, Katalasen, alkalische Phosphatase und NADH-
Oxidase zur Wasserstoffperoxidproduktion.

Ferner sind im Zytoplasma ein feines raues endoplasmatisches Retikulum, wenige
freie Ribosomen, ein rudimentarer Golgi-Apparat, einige Mitochondrien, viele
Glykogengranula sowie Sekretvesikel, die préaformierte Membranproteine beinhalten,
zu finden. (48, 61, 97)

3.2.3 Granulozytenmigration
Die Hauptaufgabe der neutrophilen Granulozyten besteht in der Phagozytose und
Abtétung mikrobieller Erreger und dem Abbau abgestorbenen kdérpereigenen

Gewebes. Als primare Effektorzellen spielen sie somit eine Schllsselrolle bei der

akuten Entziindung.
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Unter dem Einfluss von unterschiedlichen Zytokinen wie granulocyte-colony
stimulating factor (G-CSF), granulocyte/macrophage-colony stimulating factor (GM-
CSF), Insulin-like growth factor 1 (IGF-1), IGF-2, Interleukin 3 (IL-3) und IL-6 werden
im Knochenmark eines Erwachsenen tiglich etwa 9 x 10® neue Granulozyten
gebildet. Bei akuten Infektionen kann diese Neubildung, hauptsachlich durch G-CSF,
um das Zehnfache gesteigert werden. Nachdem die reifen neutrophilen Granulozyten
noch bis zu 5 Tage im Knochenmark verbleiben, gelangen sie anschlieBend Uber die
Blutzirkulation an ihren Wirkungsort oder werden infolge Alterung apoptotisch
beseitigt. Durchschnittlich 10 Stunden zirkulieren reife neutrophile Granulozyten im
peripheren Blut.

Um an den in aller Regel extravasal gelegenen Ort der Entzlindung zu gelangen,
mussen neutrophile Granulozyten durch das Endothel hindurchwandern, was in
charakteristischen Phasen geschieht. (vgl. Abb. 3)

Anhaften » Rollen == Aktivierung g AdFt?‘;;?on b3 mg?:tsi;)n

Milli- Sekunden Seklundenf Minuten
sekunden Minuten

Abb. 3: Phasen der Migration der neutrophilen Granulozyten

Die erste Phase wird als Rollen bezeichnet und beschreibt eine lockere Adhasion
und durch die Scherkrafte des Blutflusses bewirkte De-Adhéasion des Granulozyten
auf der Endotheloberflache. Sie ist sehr schwach, bewirkt aber eine Abbremsung der
Granulozyten. Fir die Adhésion sind sogenannte Selektine auf der
Granulozytenoberflache verantwortlich, die sich an endotheliale Adressine binden.
Vor allem sind dies das granulozytare L-Selektin (CD62L), welches sich an periphere
Lymphknotenadresssine (PNAd) wie zum Beispiel CD34 und das mucosoal adressin
cell adhesion molecule-1 (MAdCAM-1) bindet und Sialyl Lewis X (CD15S), welches
an das auf dem Endothel exprimierte E-Selektin (CD62E) und P-Selektin (CD62P)
binden kann.
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In der zweiten Phase, der Aktivierung, wird eine weitere Familie von
Adhasionsmolekilen, die Integrine, von der inaktiven in die aktive Form Uberfihrt.
Zur Aktivierung tragen eine Vielzahl von Stoffe wie Zytokine (TNF, IL-1, IL-4) Lipide
(PAF, Leukotriene), Peptide (C5a, N-formyl-Peptide) und diverse Chemokine bei. Die
danach exprimierten Integrine interagieren mit spezifischen Liganden auf der
Endotheloberflache und bewirken so die in Phase drei stattfindende feste Adhasion
der Granulozyten auf dem Endothel. Die hierflir wichtigen Integrine und ihre

Liganden sind der Tabelle 1 zu entnehmen.

Tab. 1: Integrine der neutrophilen Granulozyten und ihre Liganden

Integrin Vorkommen Ligand Vorkommen
aLB2 neutrophile ICAM-1 (CD54) Endothelzellen, Lymphozyten
(CD11a/CD18, |Granulozyten, ICAM-2 (CD102) | Endothelzellen, Lymphozyten
LFA-1) Monozyten, ICAM-3 (CD50) antigenprasentierende Zellen
Lymphozyten JAM-A
avPB2 Granulozyten, ICAM-1 (CD54) Endothelzellen, Lymphozyten
(CD11b/CD18, |Monozyten, Fibrinogen
Mac-1) Makrophagen,
NK-Zellen
Q9B neutrophile VCAM-1 (CD106) |Endothelzellen
Granulozyten,
Endothelzellen
axP2 Granulozyten, Fibrinogen
(CD11¢/CD18, |Monozyten JAM-C
CR4)

Danach folgt

die vierte Phase,

die transendotheliale Migration.

Hierbei

durchschreiten die Granulozyten die GefaBwand im Bereich von Zell-Zell-Kontakten,
indem sie ihre Pseudopodien zwischen benachbarte Endothelzellen schieben und
danach (ber Aktin/Myosin-vermittelte und ATP-abhangige Anderungen des
Zytoskelettes den Zellkdrper nachziehen.

Hierbei ist eine besondere ortliche und zeitliche Koordination der Interaktion von
Adhasionsmolekilen mit ihren Liganden von Noéten, welche in allen molekularen
Einzelheiten noch unklar ist. Nach erfolgter Diapedese kommt es zu einer aktiven
Migration entlang eines Chemokin-Gradienten von niedriger zu hoher Konzentration,

welche erst bei uniformer Chemokinkonzentration sistiert. (39)
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3.2.4 Phagozytose

Die Ingestion partikularer Fremdkdrper ist die wichtigste Wirkungsweise des
Immunsystems in der Frihphase der Infektabwehr, noch bevor Antikérper gebildet
werden. Phagozyten kdnnen einerseits in Abwesenheit von Opsoninen oder sehr viel
effizienter in Anwesenheit dieser, Fremdstoffe in sich aufnehmen. Die drei
Hauptklassen der Opsonine sind Komplementfaktoren der dritten Komponente wie
CD3b oder iCD3b, Immunglobuline des IgG-Isotyps und bestimmte Kohlenhydrate
bzw. kohlenhydratbindende Proteine.

Nach der chemotaktischen Anlockung der Phagozyten binden sich die Opsonine mit
einem Ende an die Oberfliche des zu phagozytierenden Partikels und mit dem
anderen Ende an die Phagozytenoberflache. Sie erleichtern somit die Anlagerung.
Danach bilden sich Pseudopodien aus, welche den Fremdkérper schlieBlich
vollstandig umschlieBen und ihn somit in einem Vesikel einschlieBen — dem
Phagosomen. Nach erfolgter Aufnahme fusionieren in der anschlieBenden
Verdauungsphase die praformierten Granula der Phagozyten mit dem Phagosomen
und schitten ihren Inhalt aus Enzymen in das so gebildete Phagolysosomen.
Phagozytierte  Fremdkérper kbénnen so vollstdndig abgebaut und im

Zellmetabolismus weiter verwertet werden. (39, 48, 97)
3.2.5 Respiratory burst

Der wohl wichtigste Effektormechanismus der Phagozyten ist die als respiratory burst
bezeichnete Bildung von mikrobioziden Sauerstoffmetaboliten. Die hierflr nétige
NADPH-Oxidase wird nach Stimulation durch die Proteinkinase C phosphoryliert. Sie
setzt sich aus zwei in die Phagosomenmembran integrierten (gp91°"** und p22P"*)
und drei aus dem Zytosol rekrutierten Komponenten (p40P", p47°"* und p67°"%)
sowie dem gebundenem monomeren G-Protein Rapia zusammen und katalysiert
folgende Reaktion:

20, + NADPH ———» 20, + NADP* + H*
Das benétigte NADPH wird Gber den Pentosephosphatweg durch Glukoseabbau
bereitgestellt. Die instabilen Superoxid-Anionen dissoziieren im sauren pH-Wert des
Phagosomens in Wasserstoffperoxid und Sauerstoff:

O + HO + H* — > H,05 + O
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Gebildetes Wasserstoffperoxid wird entweder in Anwesenheit von Chlor- oder
Jodanionen durch die Myeloperoxidase zu Oxyhaliden katalysiert, welche eine
nochmals hoéhere keimabtbtende Aktivitat besitzen oder mittels Laktoferrin  zu
Hydroxyl-lonen (OH") abgebaut. Weiter kann durch Ubertragung eines Elektrons auf
das Wasserstoffperoxid ein Hydroxylradikal gebildet werden:

Oy + H:O, — ® O, + OH + OH
Eine Vielzahl von Bakterien, Pilzen, Viren, Protozoen und andere Parasiten kénnen
durch diese Stoffwechselprodukte abgetdtet werden. (39)

3.3 Ursachen und Folgen von Neutropenien

1922 beschrieb Werner Schultz (83) zum ersten Mal ein Syndrom, welches durch
eine extrem reduzierte bis nicht mehr nachweisbare Granulozytenanzahl im Blut
sowie Sepsis und Tod bei Frauen mittleren Alters charakterisiert war. Heute ist
dieses von Schultz beschriebene Syndrom als Neutropenie deklariert und definiert
als eine Anzahl von weniger als 1,5 x 10° neutrophile Granulozyten pro Liter Blut.
Menschen dunkelh&dutiger Abstammung besitzen physiologisch weniger neutrophile
Granulozyten, so dass bei ihnen die Untergrenze mit 1,0 x 10%I Blut angegeben wird.
Ab einer Granulozytenzahl von weniger als 0,5 x 10%I Blut wird in mancher Literatur
auch von einer Agranulozytose gesprochen. Bodey et al. (9) erkannten 1966, dass
der Schweregrad, die Entstehungsgeschwindigkeit und die Dauer der Neutropenie
direkt mit dem relativen Risiko einer Infektion zusammenhangt.

Bei der Einteilung der Neutropenien nach Ursachen, unterteilt man in erworbene und
echte Neutropenien, welche innere Ursachen besitzen. Zur ersten Gruppe zahlen
postinfektidése, medikamenteninduzierte, durch Mangelerndhrung bedingte, durch
Strahlenschaden bedingte, nach Knochenmarkersatz auftretende und Neutropenien,
welchen mit einer Aktivierung des Komplementsystems assoziiert sind. Bei den
medikamenteninduzierten Neutropenien  wird in  dosisabhdngige  und
dosisunabhangige Neutropenien unterschieden. Echte Neutropenien sind das
Kostmann’s Syndrom, die zyklische Neutropenie, chronisch benigne Neutropenien
und autoimmune Neutropenien.

Klinisch manifestiert sich eine Neutropenie durch rezidivierende Infekte,
hauptsachlich mit L&sionen der Mundschleimhaut (Schleimhautulzerationen,

Peridontitis), der Haut (Ausschlag, Ulcerationen, Abszesse, verzdgerter
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Wundheilung) sowie der Rektal- und Genitalregion. Physiologisch vorkommende
Bakterien wie Staphylokokkus aureus der Haut und gram-negative Organismen des
Gastrointestinal- und Urogenitalsystems sind gewdhnlich die Erreger dieser Infekte.
Da die Funktion der neutrophilen Granulozyten in der Abwehr gegen Bakterien- und
Pilzinfektionen besteht, sind Pilze, insbesondere Candida albicans, eine weitere
groBe Gruppe von Infektionserregern bei Neutropenien.

Die Therapie der Neutropenie beinhaltet neben der, wenn méglich, Behebung der
Ursache, die Abschirmung der Patienten gegen Infektionen und die schnelle und
moglichst resistogrammgerechte Behandlung aufgetretener Infektionen. Optionen
daflir sind die Verabreichung von Antibiotika, die Gabe von G-CSF bzw. GM-CSF

und die Transfusion von Granulozyten. (53)

3.4 Dysplastische Veranderungen des Knochenmarks

Unter einer aplastischen Anamie versteht man eine Bi- oder Trizytopenie des
peripheren Blutes als Folge einer erworbenen Knochenmarksaplasie. Hiervon
abzugrenzen sind die kongenitalen aplastischen Syndrome wie z. B. die Fanconi-
Andmie oder das Shwachmann-Diamond-Syndrom. Des Weiteren werden Anamien,
die durch Verdrangung der normalen Hamatopoese durch maligne Zellen oder
infolge myelotoxischer Zytostatika- oder Strahlentherapie entstanden sind oder
deutliche dysplastische Veranderung der Hamatopoese aufweisen, nicht als
aplastische Anamien bezeichnet.

Mit einer Inzidenz von ca. 2 — 4 pro 1 Millionen pro Jahr in Mitteleuropa ist die
aplastische Anamie eine sehr seltene Erkrankung, welche mit zwei Altersgipfeln (15
— 30 Jahre und > 60 Jahre) praktisch in jedem Alter auftritt und bei beiden
Geschlechtern gleich haufig vorkommt. Die Pathophysiologie ist noch nicht
vollstandig geklart. Im Vordergrund stehen Destruktion oder Suppression
héamatopoetischer Stammzellen, wobei neben direkten Schadigungen durch
Chemikalien und Viren T-Zell-vermittelte Autoimmunmechanismen mit der
Produktion von Zytokinen wie IFN-y, TNF-a und IL-2 eine wesentliche Rolle spielen.
Danach lassen sich die aplastischen Anamien &tiologisch einteilen in idiopatische (>
80%), medikamentds-bedingte (< 10%), postinfektidse nach Virusinfekten (< 5%; z.
B. Hepatitisviren, EBV, Parvovirus B19, HIV) und durch Chemikalien ausgel6ste (<

5%; z. B. Benzol und Insektizide).
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Die Klinik ist nach akutem oder schleichendem Beginn unspezifisch. Blasse,
Mudigkeit, Leistungsminderung, Dyspnoe und Tachykardie kénnen durch die Anamie
bedingt auftreten. Fieber, oft nekrotisierende Infektionen der Schleimhdute und
Sepsis resultieren aus der Granulozytopenie. Durch die Thrombozytopenie besteht
ein erhéhtes Blutungsrisiko mit Petechien, Sugillationen, Ekchymosen, Epistaxis,
Schleimhaut- und Zahnfleischblutungen. Die Diagnostik erfolgt  mittels
laborchemische Untersuchungen, speziell Blutbild, sowie die Zytologie bzw.
Histologie, Immunphanotypisierung und Zytogenetik einer Knochenmarksbiopsie.

Die friihzeitige allogene Stammzelltransplantation (SZTX) stellt derzeit die einzige
kurative Therapie mit einer 10-Jahres-Uberlebensrate von bis zu 80% dar. Hierbei
wird als Stammzellquelle das Knochenmark bevorzugt, weil peripher mobilisierte
Stammzellen nach Transplantation mit einem erhéhtem Risiko fiir eine chronische
Graft-versus-Host-Disease (GvHD) assoziiert zu sein scheinen. Eine weitere Option
ist die immunsuppressive Therapie mit Antithymozytenglobulinen (z. B.
Lymphoglobulin), Cyclosporin A und Methylprednisolon mit einer geringeren 10-
Jahres-Uberlebensrate von etwa 50%. Daneben sind supportive MaBnahmen wie
Haut- und Schleimhautpflege, Infektionsprophylaxe und —therapie mit Antibiotika und
die Substitution von Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentraten angezeigt. (54,
73)

3.5 Hamatopoetische Stammzelltransplantation

3.5.1 Charakterisierung der hamatopoetischen Stammazelle

Die hamatopoetische Stammzelle (HSZ) besitzt die Fahigkeit die Hamatopoese
sowohl mit ihrer myeloischen als auch ihrer lymphatischen Entwicklungslinie in
Individuen mit zerstdértem hamatopoetischen Knochenmark wieder zu etablieren.
Diese Fahigkeit macht sie zum therapeutischen Interesse bei malignen als auch
nonmalignen Erkrankungen, die direkt oder durch Therapiefolgen zu einem Verlust
der Hamatopoese fuhren.

Nachdem die Hamatopoese des Fetus ausgehend vom Dottersack zunachst in der
Leber stattfindet, verlagert sich ihr Ort spater in das Knochenmark. HSZ's findet man
jedoch auch reichlich im Nabelschnurblut und in geringer Menge im peripheren Blut

von Menschen.
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Die in der Transplantationsmedizin verwendeten HSZ’s werden nach genetischer
und Zelloberflachenidentitat eingeteilt. Autologe Stammzellen sind eines Patienten
eigene, zu einem frlheren Zeitpunkt entnommene Stammzellen. Synergene
Stammzellen sind ebenso HLA- und genetisch identische Zellen, jedoch von einem
verwandten Spender, einem eineiigen Zwilling. Allogene Stammzellen sind genetisch
unterschiedliche und im HLA-Crossmatch identisch oder unterschiedlich und kénnen
von Verwandten oder nicht verwandten Spendern stammen. Hier steigt mit sinkender
Ubereinstimmung das Risiko fiir GvHD, TransplantatabstoBung und Mortalitat.

Zur |dentifizierung werden Zelloberflachenantigene angewendet. Die HSZ ist CD34-
positv und CD38-, CD33-, CD71- sowie B-Zell- und T-Zell-Antigen negativ. Das
Zelloberflachenantigen CD34 stellt ein stark O-glykolysiertes Transmembranprotein
dar, welches auf hamatopoetischen Vorlauferzellen und vaskularem Endothel vieler
Gewebe exprimiert wird. Die Expression von CD34 nimmt auf der Zelloberflache von
hamatopoetischen Vorlauferzellen wahrend der Reifung ab und ist ein eher stadien-
als linienspezifisches Differenzierungsantigen. 1 — 5% aller Knochenmarkszellen und
ca. 1% aller peripher zirkulierenden Blutzellen Erwachsener sind CD34-positiv.
Fetale Leber und Knochenmarkszellen sind zu 2 bis 10% CD34-positiv. (66, 73, 76)

3.5.2 Gewinnung der hamatopoetischen Stammzellen

Die Gewinnung der HSZ kann Uber eine Aspirationspunktion der posterioren und
anterioren Crista iliaca oder des Sternums erfolgen. Als Aspirationsvolumen werden
gewdhnlich 10 bis 15 ml pro Kilogramm Kérpergewicht entnommen. Ist der Spender
leichter, wird dessen Kdrpergewicht (KG) als Berechnungsgrundlage herangezogen,
ist der Empfangers leichter, dessen Kérpergewicht. Vor der Transplantation muss
das gesammelte Knochenmark filtriert werden, um eine Ubertragung von Gerinnseln
zu verhindern. Des Weiteren kann bei ABO-Inkompatibilitdt und hohen anti-A- oder
anti-B-Titern eine Depletion der Erythrozyten oder des Plasmas bzw. eine
Plasmapherese des Empfangers indiziert sein um das Anwachsen zu effektivieren.
Lebensbedrohliche Komplikationen bei der Knochenmarksgewinnung sind
gewodhnlich anésthesiologisch bedingt und treten in unter 1% aller Falle auf.
Durchschnittlich werden bei einer Knochenmarkstransplantation 2,5 x 10 kernhaltige
Zellen pro kg KG des Empféangers transfundiert.

Die zweite Mdglichkeit der Stammzellgewinnung besteht in der Leukapherese nach

Mobilisierung dieser ins periphere Blut des Spenders mittels subkutaner Injektion von
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G-CSF. Hierbei wird mit Dosen zwischen 5 bis 16 pg /kg Spenderkdrpergewicht und
teilweiser Kombination mit Kortikosteroiden gearbeitet. Mit diesem Verfahren kénnen
bis zu 5 x 10° CD34-positive Zellen pro kg Empfangerkdrpergewicht transfundiert
werden, ohne den Spender den Risiken des andsthesiologischen Regimes der
Knochenmarksbiopsie aussetzen zu missen.

Als dritte Mdglichkeit kann nach einer Geburt das Blut der ausgeschiedenen
Plazenta und Nabelschnur in einer sterilen, mit Antikoagulantien versehenden,
Blutkonserve kryokonserviert werden. Dabei werden etwa 100 ml Nabelschnurblut
gewonnen, mit welchen durchschnittlich 5,2 x 10° kernhaltige Zellen pro kg
Empfangerkdrpergewicht transfundiert werden kénnen. Dieses Verfahren ist noch

sehr jung und bezlglich seiner Etablierung in der Entwicklung. (66, 73, 76)

3.5.3 Konditionierung und Anwachsen des Stammzelltransplantates

Vor der Stammzelltransplantation (SZTX) muss der Empfanger fir eine erfolgreiche
Behandlung konditioniert werden. Die Ziele dabei sind, alle malignen Zellen des
Patienten vor Transplantation zu eliminieren, optimale Anwachsbedingungen flr die
transplantierten Stammzellen zu schaffen, das Immunsystem zum Schutze vor
Transplantatrejektionen zu supprimieren und bei alldem die Toxizitat der
Konditionierung so niedrig wie méglich zu halten. Zur Durchfihrung dieser Prozedur
werden Bestrahlung, verschiedenste Chemotherapeutika (z. B. Cyclophosphamide,
Etoposide, Melphalan) und radiomarkierte monoklonale Antikérper in Kombination
oder isoliert verwendet. Nach erfolgter myeloablativer Behandlung und SZTX ist das
Immunsystem des Empféangers flr 4 bis 5 Monate beeintrachtigt. Wenn keine GvHD
auftritt, ist mit der vollstdndigen Erholung des Immunsystems in 1 bis 2 Jahren zu
rechnen.

Das Anwachsen eines Stammzelltransplantates ist in den meisten Untersuchungen
als das Erreichen einer Anzahl von 0,5 x 10% neutrophiler Granulozyten im
peripheren Blut definiert. Die Erfolgsrate hangt vor allem von der Anzahl
Ubertragener CD34-positiver Zellen, den angewandten Aspirationsstrategien bei der
Entnahme, der supportiven Anwendung von Wachstumsfaktoren, der GvHD-
Prophylaxe und der Verhinderung bzw. der suffizienten Behandlung von Infekten ab.
(66, 73, 76)
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3.5.4 Komplikationen der Stammzelltransplantation

Ein Absinken der Blutzellanzahl und eine bei Chimarismusuntersuchungen
festgestellte Abnahme des Anteils von Spenderzellen im peripheren Blut wie im
Knochenmark sind Anzeichen fur eine Rejektion des Transplantates. Sie ist bei HLA-
kompatiblen Stammzelltransplantationen von verwandten Spendern mit ca. 2%
ungewodhnlich. Bei Transplantationen von Zellen unverwandter Spender mit
phanotypischer HLA-Kompatibilitat, HLA-Inkompatibilitat in einem Locus oder in mehr
als einem Locus, ist die Rejektionsrate mit 5%, 7-10% und 15-25% ungleich grdBer.
Trotz neuer Behandlungsstrategien ist eine Transplantatrejektion immer ein potentiell
lebensbedrohliches Ereignis.

Eine GvHD kann eine weitere Folge der Knochenmarks- bzw.
Stammezelltransplantation sein. Sie entwickelt sich, wenn genetisch ungleiche T-
Lymphozyten in einen immunkomprimierten Organismus transferiert werden und
dort mit major und minor Histokompatibilitdtsantigenen reagieren. Die primaren
Angriffsorte sind die Haut, die Gallengange und der Gastrointestinaltrakt, in welchen
ein lymphozytéres Infiltrat und apoptotische Zelluntergdnge zu finden sind. Des
Weiteren ist in Lymphknoten ein lange persistiernder Verlust der Keimzentren zu
beobachten. Zur Prophylaxe werden Immunsuppressiva wie Cyclosporine,
Metotrexat und Kortikosteroide benutzt, welche neben lokal wirkenden Substanzen
auch in der Therapie Verwendung finden.

Die gréBte Gefahr unmittelbar nach einer hamatopoetischen
Stammzelltransplantation besteht flr den Patienten im Erleiden einer Infektion.
Risikofaktoren hierflir sind Neutropenie, Schadigungen der gastrointestinalen
Schleimhaut infolge der myeloablativen Konditionierung und Defizite in der B- und T-
Zellfunktion nach Anwachsen des Transplantates. Einfluss haben auch die Art der
immunsuppressiven Therapie und die Art der Transplantation. Die Erholungsdauer
des Immunsystems ist nach autologer Transplantation kirzer als nach allogener
Transplantation. Dabei sind die Patienten sowohl von bakteriellen (gram positiv und
negativ), viralen (vor allem CMV, VZV, HSV, EBV) als auch Pilzinfektionen (im
Besonderen Candida- und Aspergillusinfektionen) bedroht. Selbst optimalste
prophylaktische Medikation mit Antibiotika, Antimykotika und Virustatika schitzen bis
dato nicht absolut sicher vor einer Infektion, welche dann bei Nichtansprechen der
gezielten antibiotischen Therapie die wichtigste Indikation fir den Einsatz von

Granulozytenkonzentraten. (66, 76)
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3.6 Grundlagen der Hamapherese

Die Apherese ist eine Methode zur selektiven extrakorporalen Elimination von
Blutbestandteilen. Sie kann einerseits als therapeutisches Verfahren, beispielsweise
bei Fettstoffwechselkrankheiten, Autoimmunprozessen, Mikrozirkulations-Stérungen
oder zur Toxinelimination sowie zur Spende von ausgewahlten Blutbestandteilen wie
Thrombozyten, Blutplasma oder Leukozyten eingesetzt werden.

Die fur die Durchfihrung der préaparativen Apherese benétigten Zellseparatoren
werden nach ihrem Separationsverfahren eingeteilt. Bei Aphereseverfahren mit
kontinuierlicher Durchflusszentrifugation ist sowohl die
Zentrifugationsgeschwindigkeit als auch die Zentrifugationskraft konstant,
wohingegen bei diskontinuierichem Verfahren nur die Zentrifugations-
geschwindigkeit  fixiert ist. Im  Durchfluss-Separationsverfahren wird die
unterschiedliche Masse der Blutzellen und die damit unterschiedlich starke
Auslenkung unter Zentrifugation zur Trennung genutzt.

3.6.1 Granulozytapherese

Nach den Richtlinien der Bundesarztekammer (12), soll ein Granulozytenkonzentrat
weniger als 500 ml Volumen besitzen und mehr als 1 x 10'® Granulozyten pro Einheit
enthalten, da sonst keine therapeutischen Effekte zu erzielen sind.
Granulozytenkonzentrate kénnen durch sogenanntes pooling von buffy coats von
Vollblutspenden, mittels Calcium-abhangiger Absorption an Nylonfilter und via
Apherese, gewdhnlich per Durchflusszentrifugation, gewonnen werden.

Bei der Durchflusszentrifugation wird das Vollblut eines Spenders Uber ein
Schlauchsystem in eine Zentrifuge geleitet, in welcher die einzelnen Blutbestandteile
in einem kunstlichen Schwerefeld entsprechend ihrer Masse entsprechend in
Schichten aufgetrennt werden. Hierbei werden die Erythrozyten in der
Rotationstrommel in die Peripherie geschleudert, wahrend das Plasma an der
Innenseite verbleibt. Dazwischen lagert sich der so genannte buffy coat ab, der die
Leukozyten enthalt. Diese Schicht an der Schnittstelle zwischen Erythrozyten und
Plasma wird wie in Abbildung 4 verdeutlicht, Uber die Sammelleitung in einen
Sammelbeutel abgeleitet.
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Erythrozyten gelangen
zum Spender zuriick

Plasma gelangt zum
Spender zuriick

Das Blut tritt hier
a in den Kanal gin

polymorphkernige Zellen werden
in den Sammelbeutel geleitet

Thrombozyten

mononukledre Zellen

polymorphkernige
Zellen (Granulozyten)

Erythrozyten

Abb. 4: Separation der Blutbestandteile in einem Zellseparator
mit Durchflusszentrifugation

Um 2zu bestimmen, ob diese Schnittstelle korrekt eingestellt ist, wird die
Sammelleitung Uber ein spezielles Cologramm gehalten um den Hamatokrit der
enthaltenen  Flissigkeit zu bestimmen (Abb. 5). Zur Sammlung von
polymorphkernigen Zellen sollte die Sammlung bei einem Hamatokrit von ca. 7,5%
vorgenommen werden. Abbildung 6 zeigt das spezifische Gewicht der einzelnen

Blutbestandteile.

Abb. 5: Uberwachung der Schnittstelle mittels Cologram

21



Plasma 1.030 ——rte
<4——— Plasma (1.025 - 1.029)

1.035 e
Platelet 1.040 ——te === Pigtelets (1.040- 7)
L osw 1085 —L
~ PR - T-Lymphocytes
E . 1.0558 — e .T-LW (1.050 -1.061)
1.060 mmmmcfe B-Lymphocytes
2%
. 4— Biasts: Promyelocytes (1.058 -1.06)
1088 =1 e Monocytes: (Basophils)
3% White Blood 1.070 —=foneee e Myelocytes; Basophils
Cells
o et Reticulocytes (1.078)
1.080 —— Metamyelocytes (1.080)
1.085 ——
7.5% 1.080 —— Band and Segmented Neutrophils
: — (1.087 - 1.092)
1.085 ——
Red Blood
Cells 1.100 — Erythrocytes (1.078 - 1.114)
older
1.105 ——
1.110 —L— 44— "Aged Erythrocytes

Abb.6: spezifisches Gewicht der einzelnen Blutbestandteile

Um eine genauere und schnellere Auftrennung zu erzielen, werden
Sedimentationsbeschleuniger (Dextra, Hydroxyethylstarke oder Gelantinederivate),
welche die Erythrozyten agglutinieren, wahrend der Apherese dem Blut beigemischt.
Weiterhin benutzt man Citrat, um eine Koagulation innerhalb des Apheresesystemes
zu verhindern. Hieraus resultieren auch die immer zu beachtende Risiken
allergischer Reaktionen, neben den bei Venenpunktionen tblichen Risiken wahrend
der Apherese. Nach der Separation der Leukozyten werden dem Spender die
anderen Blutbestandteile wieder zugefihrt.

Um ausreichende Mengen neutrophiler Granulozyten zu separieren, soll die
Granulozytenanzahl im Blut des Spenders vor Apherese angehoben werden. Dies
erreicht man durch eine Vorbehandlung der Spender mit G-CSF und
Kortikosteroiden, separat oder in Kombination. Gebrauchliche Stimulationsregime
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sind subkutane Injektionen von 5 bis 10 pg/kg KG bzw. 300 bis 600 ug G-CSF
mindestens 12 Stunden vor Apherese, alleine oder in Kombination mit
Dexamethason oder Prednisolon. Dabei werden Ublicher Weise Dosen von 8 mg
Dexamethason oral oder 50 bis 100 mg Prednisolon intravends oder oral verabreicht.
Beim buffy coat pooling werden ebenfalls mittels Zentrifugation die einzelnen
Zellgruppen von Vollblutkonserven schichtweise ausgetrennt und die Leukozyten aus
dem buffy coat abgesammelt. Da dieses Verfahren neben gréBeren logistischen
Problemen auch mindestens 12 Spender fiir ein Granulozytenkonzentrat bendtigt,
wird es routinemaBig nicht mehr angewendet. Gileiches qilt fir die
Granulozytensammlung mit Nylonfiltern, da bei diesem Verfahren die Funktion und

Uberlebenszeit der Granulozyten erheblich beeintrachtigt wird . (80, 12, 102)

3.7 Granulozyten-Colonie stimulierender Faktor (G-CSF)

3.7.1 Morphologie, Funktion und Wirkungsweise von G-CSF unter
physiologischen Bedingungen

Der 1980 erstmals von Burgess und Metcalf (13) beschriebene humane G-CSF ist
ein aus 204 Aminosauren bestehendes Glykoprotein, welches Proliferation,
Differenzierung, Lebensdauer und Funktion von neutrophilen Granulozyten und
deren Vorlauferzellen beeinflusst. Es hat ein Molekulargewicht von 19600 Dalton und
ist O-glykosyliert, wobei keine Unterschiede der klinische Wirksamkeit zwischen
glykosyliertem und unglykosyliertem Protein bestehen.

Produziert wird G-CSF von aktivierten Makrophagen, Endothelzellen, Fibroblasten
und Stromazellen des Knochenmarkes. Eine durch Zytokine eng vernetzte
Interaktion zwischen den Produktionszellen gewahrleistet eine adaquate Freisetzung
des G-CSF und somit eine wirksame Hamatopoese, auch wahrend
inflammatorischer Prozesse. Das Gen fir G-CSF ist auf dem Chromosomen 17g21-
22 lokalisiert.

Seine Wirkung entfaltet G-CSF durch die Bindung an spezifische Rezeptoren,
welche auf reifen neutrophilen Granulozyten, deren Vorlauferzellen und Monozyten
sowie deren Vorlauferzellen vorkommen. Der G-CSF-Rezeptor ist ein aus 812
Aminosauren bestehendes Transmembranmolekil mit einer transmembrandsen

sowie einer gréBeren extrazellularen und einer kleineren zytoplasmatischen
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Domane. Das zugehérige Gen ist auf dem Chromosomen 1p35-34.3 lokalisiert. Ein
G-CSF-Molekil bindet an die extrazellulare Doméne zweier Rezeptoren, das kann es
sowohl mit dem N-terminalen als auch mit dem C-terminalen Ende tun. In der
dimerisierten Form des Rezeptors werden die Signale tber Phosphorylierung mittels
aktivierter zellularer Tyrosinkinasen transduziert. (92)

Die Bindung an den Rezeptor fuhrt zur Proliferation und Differenzierung der
Vorlauferzellen sowie zur Funktionssteigerung der reifen Zellen. Lieschke et al. (58)
zeigten, dass G-CSF -/- Mause eine chronische selektive und persistierende
Neutropenie mit Neutrophilenzahlen von 30% der Wild-Mause haben. Im
Knochenmark fanden sich keine Vorlauferzellen far neutrophile Granulozyten. G-CSF
scheint somit ein entscheidender Teil eines die neutrophilen Granulozyten
regulierenden Systems zu sein.

3.7.2 Spezielle Wirkung von G-CSF auf die Bildung und Funktion neutrophiler
Granulozyten

Etwa 5 bis 15 Minuten nach der intravendsen und 30 bis 60 Minuten nach der
subkutanen Injektion von G-CSF kommt es zu einem transistorischen Abfall der
neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut, gefolgt von einem Anstieg auf das bis
zu 15-fache des Ausgangswertes. Der Gipfel des Anstieges wird etwa 12 Stunden
nach der Injektion von G-CSF erreicht und persistiert fir etwa 24 bis 48 Stunden auf
diesem Level, bevor er wieder abféllt. Bei wiederholten Dosen erreicht die
Granulozytenzahl in der zweiten Behandlungswoche ein gewisses Plateau oder
beginnt langsam wieder zu sinken. Charakteristisch fiir den G-CSF-abhangigen
Anstieg ist eine Linksverschiebung der neutrophilen Granulozyten hin zu mehr
stabkernigen Neutrophilen, sowie das Auftreten von Myelozyten, Promyelozyten und
gelegentlich Myeloblasten im peripheren Blut. Nach dem Absetzen von G-CSF sinkt
die Granulozytenzahl nach 4 bis 7 Tagen wieder auf den Ausgangswert ab. (57, 78)
Unter G-CSF-Behandlung lassen sich morphologisch Verdnderungen der
neutrophilen Granulozyten beobachten. Es wurden Dohle-Kérperchen im
Zytoplasma, das Vorkommen toxischer Granula, Hypersegmentation sowie
Hypogranularisation beschrieben. Die Expression der Oberflachenmarker CD11b,
CD14 und FcyRl ist gesteigert, die von FcyRIIl gesenkt. Weiterhin ist die Affinitat von
LAM-1 zu seinem Liganden signifikant gesteigert.
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Die Funktionstiichtigkeit mit G-CSF behandelter Granulozyten ist nach diversen
Studienergebnissen gleichwertig derer unbehandelter. Sowohl in vitro als auch in
vivo sind Sauerstoffradikalbildung, Chemotaxis, Adhadrenz und Phagozytose nach G-
CSF gesteigert. Ebenso wurde die gesteigerte direkte Zelltétung von Staphylokokkus
aureus und die neutrophile antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC)
nachgewiesen. Die Halbwertszeit der Zirkulation neutrophiler Granulozyten im
peripheren Blut liegt nach G-CSF Gabe unverandert bei 8 Stunden. (22, 85)

3.7.3 Nebenwirkungen beim Einsatz von G-CSF

Bei bis zu 75% aller mit G-CSF behandelten Granulozytenspendern kdnnen
unerwinschte Nebenwirkungen auftreten, die jedoch in den aller meisten Féllen nur
sehr mild ausfallen. Dosisabhangig mit zunehmender Inzidenz bei steigender Dosis
sind in absteigender Haufigkeit Knochenschmerzen, Myalgien, Arthralgien,
Kopfschmerzen, Ubelkeit, Midigkeit, Fieber und Schittelfrost, Hautrdtungen sowie
Splenomegalie bis hin zur Milzruptur beobachtet worden. Alle Schmerzen sind mit
einfachen Analgetika gut zu therapieren. (64)

Es qgibt einige wenige Falle, in denen von neutrophilen Dermatosen wie dem Sweet’s
Syndrom und der bullésen Pyoderma gangraenosum, sowie  von
leukozytoklastischen Vaskulitiden, interstitiellen Pneumonien und ARDS unter der
Behandlung von G-CSF beobachtet wurden. Es wird diskutiert, dass diese
Nebenwirkungen durch die per G-CSF hervorgerufene Neutrophilie und die
Neutrophilenaktivierung ausgelést werden. Durch die Senkung der
Schwellenkonzentration flr bestimmte Stimuli zur oxidativ burst Aktivierung und
Enzymfreisetzung kénnten so Gewebsschadigungen hervorgerufen sein. (85)

Des Weiteren werden die typischer Weise mit einer gesteigerten
Granulozytenaktivitat assoziierten reversiblen Erhéhungen einiger Blutparameter wie
Harnsaure, alkalische Phosphatase und y-Glutamyltransferase und eine Erhéhung
der Laktatdehydrogenase regqistriert. (6)
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3.8 Granulozytentransfusion

3.8.1 Therapeutische Anwendung von Granulozytentransfusionen bei

Erwachsenen

Seit 1953, als Brecher et al. (10) die erste erfolgreiche Granulozytentransfusion
(GTX) an letal bestrahlten Hunden mit totaler Knochenmarksaplasie durchfiihrten, ist
die intravendse Gabe von Granulozyten als therapeutische Option der Neutropenie
bzw. Aplasie bekannt. Diverse Studien sind seitdem Uber die Nutzung der
Granulozytentransfusion mit zum Teil kontroversen Ergebnissen durchgefiihrt
wurden.

Selbst bei den wenigen kontrolliert durchgeflihrten Studien sind auf Grund der
Verwendung unterschiedlicher Separationsverfahren zur Konzentratgewinnung,
Unterschiede in der Uberprifung der Antikdrperkompatibilitdit sowie der HLA-
Vertraglichkeit und Einfliisse anderer Therapieformen, die in jede Studie einflossen,
die direkten Vergleiche schwierig. Von sieben kontrollierten Studien (Tab. 2), welche
die alleinige Behandlung von Infektionen bei neutropenen Patienten mit Antibiotika
gegenlber einer Behandlung mit Granulozytentransfusion plus Antibiotika
verglichen, zeigten drei einen allgemein signifikanten Benefiz der GTX (34, 37, 94),
zwei einen partiellen (4, 32) und zwei Uberhaupt keinen Vorteil (28, 101) der
Therapie mit GTX.

Tab. 2: Ubersicht der kontrollierten Studien iber GTX bei Erwachsenen
Abkirzungen: FL = Membranfiltrationsseparation, CL = Durchflussseparation

Erstautor Patienten- | Uberlebende | Uberlebende | Separations- tagliche
Anzahl Transfusions- | Kontrollgruppe Typ Dosis nG
Gruppe (x 10"

Graw (1972) 76 46 % 30 % FL/CL 2,04 /0,56

Fortuny (1975) |39 78 % 80 % CL 0,41

Higby (1975) |36 76 % 26 % FL 2,2

Alavi (1977) 31 82 % 62 % FL 5,9

Herzig (1977) |27 75 % 36 % FL/CL 1,7/0,4

Vogler (1977) |30 59 % 15 % CL 2,68

Winston (1982) |95 63 % 72 % CL 0,5
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Dabei fallt auf, dass bei den Untersuchungen mit Vorteilen fur die Therapie mit GTX
taglich hohe Dosen von Granulozyten verabreicht wurden und die Auswahl der
Spender nach Erythrozyten- und Leukozytenkompatibilitdt vorgenommen wurden.
Diejenigen Studien, die keine Vorteile fir die GTX-Therapie zeigten, wurden mit
inadaquat niedrige Dosen von Granulozyten, heterogenem Patientenpool und zum
Teil nicht Uberprifter Leukozytenkompatibilitat durchgefihrt.

Auch wenn sich auf Grund der noch unzureichend publizierten Daten keine definitive
Empfehlung fir ein Regime der therapeutischen GTX festlegen lasst, legen diese
folgende Schllsse nahe: Patienten in einer Neutropenie mit bakteriellen Infektionen
und einer guten Regeneration des Knochenmarkes in der friihen Phase der Infektion
werden prinzipiell gut auf eine alleinige Antibiotikatherapie ansprechen. Dazu zahlt
auch die Mehrheit aller Patienten mit einer erstmals diagnostizierten akuten
Leukédmie und mit erfolgreicher initialer Chemotherapie. Fir septische Patienten mit
schweren persistierenden Neutropenien in Folge eines Knochenmarkversagens oder
mit rezidivierenden Infekten und Nichtansprechen auf antibiotische Therapie sollte
die GTX kombiniert mit anderen Modifikationen der bestehenden Therapie (z. B.
Kombinationen verschiedener Antibiotika, intravendse Gabe von y-Globulinen oder

Interferonen) in Betracht gezogen werden. (80)

3.8.2 Therapeutische Anwendung von Granulozytentransfusionen bei

Neugeborenen und Kindern

Die normale Anzahl von Granulozyten im peripheren Blut eines gesunden
Neugeborenen betragt zwischen 10 und 20 x 10%I1 Blut, ein Abfall unter 3 x 101 Blut
ist sehr ungewdhnlich. Des Weiteren macht der Knochenmarkspool der neutrophilen
Granulozyten 26-60% aller kernhaltigen Zellen des Knochenmarkes aus. Nach
Christensen et al. (19) kbénnen diese beiden Parameter wichtige Indikatoren
darstellen, da ein Abfall der peripher zirkulierenden Granulozyten auf Werte unter 3 x
101 Blut und ein Absinken des Granulozytenanteils der kernhaltigen Zellen des
Knochenmarkes auf unter 10% ein groBes Risiko darstellen, zu versterben, wenn die
Behandlung nur aus antibiotischen Medikamenten besteht.

Auf Grund ihrer erhéhten Anfélligkeit erleiden 1 - 10 von 1000 Neugeborenen eine
bakterielle Sepsis, wobei Frihgeborene die hdchste Anfélligkeit zeigen. Spezielle
quantitative und qualitative von Strauss (86) beschriebene Besonderheiten der
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Granulozytenpopulation Neugeborener wie eine erniedrigte Granulozytenzahl im
Vergleich zu Erwachsenen, eine verminderte Chemotaxis, veranderte Adh&sion und
Aggregation, erhdhte Deformierung, eine unausgereifte zellulare Organisation, die
Unfahigkeit Membranpotentiale wahrend der Stimulation zu verandern, Inbalance
des oxidativen Metabolismus und eine verminderte Widerstandsfahigkeit gegentber
oxidativem Stress, tragen zu einer Mortalitatsrate von 20% bei.

Auch Uber die Wirksamkeit der therapeutischen GTX bei Neugeborenen sind nur
wenige Kkontrollierte Studien mit gegensatzlichen Ergebnissen publiziert worden,
wobei diejenigen mit positiver Einschatzung fir die GTX Uberwiegen.

3.8.3 Prophylaktische Anwendung von Granulozytentransfusionen

Die geringe Menge an kontrollierten Studien und Evidenzen l&sst derzeit keine feste
Empfehlung far die Anwendung von GTX zu prophylaktischen Zwecken zu. Es
existieren zwar einige wenige Studien, zum Beispiel die Verdéffentlichungen von
Mannoni et al. (63) und Gomez-Villagran et al. (31), welche einen eindeutigen Vorteil
belegen, die Mehrheit der Untersuchungen weisen jedoch entweder nur einen
partiellen oder gar keinen Vorteil auf. Auffallig ist, dass nur in den Studien mit
Vorteilen fiir diese Therapie tagliche Dosen von (iber 1 x 10'® Granulozyten gegeben
und auf eine komplette Leukozyten- bzw. HLA-Kompatibilitdt geachtet wurden. (80)

3.8.4 Risiken der Granulozytentransfusion

Prinzipiell bestehen bei der Transfusion von Granulozyten die selben Risiken wie bei
der Transfusion anderer zellularer Blutprodukte. Diese kdnnen durch Kkorrekte
Vorgehensweise und laborchemische Testung auf ein Minimum herabgesetzt
werden.

Méglich ist dennoch die Ubertragung transfusionsassoziierter Infektionen, in
Deutschland derzeit mit einer Rate von 0,6 bei Hepatitis B, 1,3 bei Hepatits C, 0,9 bei
HIV und 2,0 von jeweils 100 000 Spenden bei Syphilis. (67)

Eine durch die Ubertragung der immunkompetenten Zellen mégliche GvHD kann mit
einer generellen Bestrahlung der Konzentrate mit 30 Gy vermieden werden.
Weiterhin besteht die Gefahr, dass gegen das dem Spender eigene HLA-Muster der
transfundierten Granulozyten Antikérper entwickelt werden. Obwohl hier die Literatur
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zum Teil widersprichliche Ergebnisse zeigt, besteht die Gefahr, dass durch
Leukozyten-Antikérper die Zirkulationskinetik, die Migration und somit der
antimikrobiotische Effekt der GTX negativ beeinflusst und Transfusionsreaktionen
vermittelt werden. (87)

Eine separat zu erwdhnende Transfusionsreaktion ist das transfusions-related acute
lung injury (TRALI), im Deutschen nichtkardiogenes Lungendédem genannt. Dieses
klinisch durch Schittelfrost, Fieber, unproduktiven Husten, Dyspnoe und Tachypnoe
innerhalb von 6 Stunden nach der Transfusion gekennzeichnete Ereignis wird durch
die Agglutination von Granulozyten in den Lungenkapillaren hervorgerufen.
Réntgenologisch lasst sich ein bilaterales Lungenédem bei einem normal groBen
Herzen mit normaler kardialer Funktion darstellen. Es ist generell reversibel, besitz
jedoch eine Mortalitdt von 10 — 50%. Die Atiologie ist bis dato nicht vollstandig
geklart. Die meisten Autoren machen dafir vor allem HLA-Klasse-lI-Antikérper,
seltener granulozytenspezifische oder gegen HLA-I-Antigene gerichtete Antikérper
verantwortlich. Andere Hypothesen gehen von Lipiden und Zytokinen (z. B. TNF-q,
Interferon-y oder IL-18) mit der Fahigkeit zum Priming von polymorphonuclearen
Lymphozyten aus. Eine weitere Theorie diskutiert per transfusionem erworbene
Faktoren. (84)
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4 Ziele der Arbeit

Die Transfusion von Granulozytenkonzentraten ist eine therapeutische Option bei der
Behandlung von potentiell vital bedrohlichen und unter Antibiotika- und Antimykotika-
Therapie unbeherrschbaren Infektionen in persistenten neutropenischen Situationen.
Dies gilt speziell in der onkologischen Medizin, bei der durch Chemo- und
Strahlentherapie willkirlich Neutropenien hervorgerufen werden. Weder die
Verabreichung von G-CSF  und GM-CSF noch die Gabe von
Granulozytenkonzentraten ist bisher als Standardtherapie empfohlen oder
etabliert.

Da die Neutropenie ein potentiell letales Krankheitsbild darstellt, sind gezielte
BehandlungsmaBnahmen wie das kausale Absetzen neutropenieinduzierender
Medikamente, Infektionsschutz mittels Antibiotika, Antimykotika oder bei
Autoimmunneutropenien die Gabe von Kortikosteroide und die hochdosierte
intraven6se Immunglobulintherapie besonders wichtig. Die Wirksamkeit von
Granulozytentransfusionen wurde bisher fast ausschlieBlich an erwachsenen
Patienten untersucht und wird kontrovers diskutiert. Es wurden dabei erhebliche
Nebenwirkungen und Risiken festgestellt, welche die sorgfaltige Abwagung von Vor-
und Nachteile und strenge Indikationskriterien dieser Transfusionstherapie
unabdingbar machen.

Das Ziel dieser retrospektiven Arbeit ist es, die klinische Effektivitat der Transfusion
von Granulozytenkonzentraten speziell bei Kindern nachzuweisen, um somit den
Einsatz dieser Therapie speziell bei Kindern zu belegen. Die positive Beeinflussung
der Infektion soll an Hand von Blutbildveranderungen und laborchemischen
Parametern gezeigt werden. Dabei soll Gberpriift werden, ob dem CrP die Bedeutung
eines Faktors mit prognostischem Wert fiir das Ansprechen der GTX zugesprochen
werden kann. AuBerdem soll untersucht werden, ob die Effektivitdt durch andere
verschiedene Faktoren der individuellen multimodale Behandlungsstrategie der
Kinder, wie die Transplantationsart und das verwendetes Transplantationsmaterial,
sowie durch die Diagnose und das klinische Outcome beeinflusst wird.
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5 Material und Methodik

Ausgewertet wurden retrospektiv GTX, die zwischen Januar 2003 und Februar 2005
an der Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin der Friedrich-Schiller-Universitat Jena
durchgefuhrt wurden. Die Daten wurden anhand der vorhandenen Krankenakten
erfasst.

Alle Granulozytenkonzentrate (GK) wurden im Institut fir Transfusionsmedizin der
Universitatsklinik Jena gewonnen. Die Daten der Granulozytenspender und der GK’s
wurden anhand der Spenderakten und Granulozytenaphereseprotokolle erfasst.

5.1 Spender

Die GK’s wurden von 58 ausschlieBlich mannlichen Spendern im Alten zwischen 19
und 48 Jahren gewonnen. Das Durchschnittsalter lag mit einer Standartabweichung
von 7,82 Jahren bei 29,02 Jahren. Entsprechend den Richtlinien zur Gewinnung von
Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten der
Bundesarztekammer (12) wurde jeder Spender durch Anwendung eines
Fragebogens, einer persénlichen arztlichen Befragung und Untersuchung vor jeder
Spende flr gesund und spendetauglich befundet. Vor der Granulozytenseparation
erfolgte eine ausfihrliche Aufklarung Uber Wesen, Bedeutung, Durchfiihrung,
Nebenwirkung und Risiken des Verfahrens, sowie 4 Wochen, 1 Jahr und 2 Jahre
nach der letzten Granulozytenspende (GS) eine Spendernachsorgeuntersuchung. Es
waren maximal 4 Separationen pro Jahr zulassig, welche auch an
aufeinanderfolgenden Tagen durchgeflhrt werden konnten. Die
Eignungsuntersuchung lag nicht Ianger als 1 Woche vor der Apherese zurtck.
Eingeschlossen wurden nur Spender mit einer Leukozytenzahl zwischen 3 x 10° und
13 x 10% vor medikamentdser Mobilisierung. Weitere Spenderbedingungen vor
Apherese waren ein Hadmoglobinwert > 7,1 mmol/l, eine Thrombozytenzahl > 100 x
10%1, ein Blutdruck systolisch zwischen 100 und 180 sowie diastolisch < 100 mmHg,
ein Puls 50 — 110/min und eine Korpertemperatur < 37,5°C. Der Spender musste
weiterhin ABO- und Rhesus-kompatibel sein, sowie einen negatives Leukozyten
cross match mit dem Empfénger haben.

6 bis 12 Stunden vor Apheresebeginn erhielt jeder geeignete Spender unabhangig

von seinem Korpergewicht 263 pg G-CSF s.c. injiziert. Als Praparat wurde das
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Medikament Lenograstim (Granucyte34®) der Firma CHUGAI PHARMA verwendet,
welches in immortalisierten Ovarialzellen des Chinesischen Hamsters erzeugt wird
und identisch zu endogenem G-CSF ist. (50)

5.2 Granulozytenpraparate

Es wurden 134 GK hergestellt. Zur Gewinnung wurde das Apheresesystem
CobeSpectra der Firma GAMBRO BCT mit dem Programm PMN Version 7.0 im
manuellen Betrieb mit einem Blutfluss von maximal 65 ml/min und einem
Trisodiumcitrat-Hydroxyethylstarke-Gemisch von 1:13 zu Vollblut verwendet. Die
Sammelrate betrug 3ml/min; es wurden ein HES-Verbrauch von 500 ml und ein
Trisodium-Citrat-Verbrauch von 50 ml angestrebt. Vor der ersten Anwendung von
Hydroxyethylstéarke (HES) wurde eine biologische Vorprobe von 10 ml, 1:10 verdinnt
in NaCl i. v. durchgeflihrt, um eine etwaige HES-Allergie auszuschlieBen. Um die

Granulozytensammel-Effektivitat zu bestimmen, wurde folgende Formel verwendet:

neutrophile Granulozyten (nG) im Praparat

x 100
(nG vor Apherese + nG nach Apherese) x prozessiertes Blutvolumen

Um die Praparateeigenschaften zu vergleichen, wurden bei jeder Separation und aus
jedem GK folgende Parameter bestimmt: Dauer der Apherese, prozessiertes
Volumen, HES-Verbrauch, Praparatevolumen, Leukozytenzahl (WBC), Anteil der
neutrophilen  Granulozyten (nG), der Anteil von Lymphozyten (LC),
Thrombozytenzahl (PLT), Erythrozytenzahl (RBC) und Hamatokrit (Hk). GemaB der
Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von
Blutprodukten der Bundeséarztekammer (12) enthielt jedes Praparat mindestens 1 x
10'% Leukozyten und fasste ein Volumen von weniger als 500 ml. Das angestrebte
Praparatevolumen lag bei 300 ml.

Alle GK’s wurden unmittelbar vor Ausgabe mit 30 Gy bestrahlt, wobei an keiner
Stelle des Préaparates die Dosis von 25 Gy unterschritten wurde. Die GK’s wurden
sofort nach der Herstellung zur Transfusion herausgegeben und maximal 12 Stunden
bei 22°C + 2°C gelagert.
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5.3 Empfanger

Die 134 GK wurden 26 Patienten im Alter zwischen 1 und 24 Jahren transfundiert.
Das arithmetischem Mittel des Alters lag bei 11,19 und der Median bei 11,0. Es
handelte sich um 10 weibliche und 16 mannliche Patienten.

Patientencharakteristik:

Tab. 3: Diagnosen der in die Studie einbezogenen Patienten und deren Aufgliederung in die
verschiedenen Formen der erhaltenen Transplantation

Abkidrzungen: TX = Transplantation, SZTX = Stammzell-Transplantation, KMTX =

Knochenmarkstransplantation, ALL = akute lymphatische Leukadmie, AML = akute myeloische
Leukamie, SLE = systemischer Lupus erythematodes

Diagnosen keine TX allogen autolog haploident
SZTX | KMTX | SZTX | KMTX | SZTX | KMTX
0

ALL

AML

Ewing Sarkom
myelodysplastisches Syndrom
Wolman disease

SLE

juvenile monozytare Leukamie
Mukolipoidose Typ 2
B-lymphoblastischer Lymphom
Nephroblastom

Neuroblastom

Hepatoblastom

aplastische Andmie
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gesamt

Aus den Krankenakten der Klinik flr Kinder- und Jugendmedizin der Friedrich-
Schiller-Universitat Jena wurden folgende Daten jeder Transfusion tabellarisch
aufgelistet und der jeweiligen Fallnummer der Praparation des GK zugeordnet: Name
als Initialen verschlUsselt, Geschlecht, Alter, GréBe, Gewicht, Kdrperoberflache
(KOF), Diagnose, arztliche Indikation zur Granulozytentransfusion und Zeitpunkt der
Transfusion. Vor und nach jeder Transfusion wurden Leukozytenzahl, Erythrozyten,
Thrombozyten, Hamoglobinwert, Hamatokrit, CrP-Wert und Sauerstoffsubstitution
erfasst.

Ebenso wurden die Ergebnisse des weiBen und roten cross match, das Auftreten
von transfusionsassoziierten Lungeninsuffizienzen (TRALI) und der Tod des
Patienten wahrend der Behandlung in die Tabelle aufgenommen.
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An Hand diesen Daten wurden die prozentualen und reellen Abfalle und Anstiege der
gesammelten Parameter berechnet, sowie die Zahl der transfundierten nG/m? KOF

des Patienten berechnet.

5.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Computerprogramm ,Statistical
Package for Social Siences“ (SPSS Inc., Chicago, USA) Version 13.0.1 mit
freundlicher Unterstitzung des Institutes flr Medizinische Statistik, Informatik und
Dokumentation der FSU Jena.

Sie erfolgte durch die Berechnung der entsprechenden arithmetischen Mittelwerte,
des Median und der Standartabweichung der einzelnen Werte. Die
Korrelationsanalyse erfolgte mittels Stichproben-MaBkorrelationskoeffizient bivariat
nach Pearson. Zur Beurteilung der Effektivitadtsunterschiede innerhalb der einzelnen
Gruppen hinsichtlich Signifikanzen wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Die
Signifikanz der allgemeinen Anstiege von WBC, CrP und Sauerstoffsubstitution
wurde durch den Vorzeichentest bestimmt. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p <

0,05 wurde als statistisch signifikant festgelegt.
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6 Ergebnisse

6.1 G-CSF assoziierte Veranderungen des Blutbildes der Spender
6.1.1 Gruppeneinteilung der Spender

Zur Auswertung wurden die Spender nach der Anzahl der schon geleisteten
Spenden in Gruppen eingeteilt, um statistisch unabhangige Ergebnisse vergleichen
zu kénnen. Gruppe 1 beinhaltet alle Spender nach der ersten GS, Gruppe 2
beinhaltet alle Spender nach ihrer zweiten GS, Gruppe 3 nach ihrer dritten GS und
Gruppe 4 nach ihrer vierten GS. Von 58 Granulozytenspendern spendeten 48 noch
ein zweites Mal, 18 spendeten ein drittes und 10 ein viertes Mal.

6.1.2 Blutbildparameter der Spender

In Tabelle 4 sind jeweils die Mittelwerte der entsprechenden Blutparameter der
Spender vor und nach Stimulation mit G-CSF zusammengefasst.

Tab. 4: Mittelwerte der Blutparameter der Spender vor und nach Stimulation mit G-CSF
Abkiirzungen: WBC = Leukozyten, LC = Lymphozyten, nG = neutrophile Granulozyten, RBC =
Erythrozyten, PLT = Thrombozyten, Hb = Hamoglobin, Hk = Hamatokrit

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4

WBC vor Stimulation 5,43 5,50 5,63 5,55
(x 10%/1) nach Stimulation 21,98 23,74 25,25 26,70
LC vor Stimulation 29,87 30,03 30,23 29,03
(%) nach Stimulation 7,61 7,43 7,36 7,65
nG vor Stimulation 59,30 59,21 58,53 56,51
(%) nach Stimulation 86,32 86,64 86,28 86,47
RBC vor Stimulation 4,87 4,88 4,98 4,98
(x 10"/ nach Stimulation 4,89 4,73 4,79 4,75
PLT vor Stimulation 241 241 237 259

(x 10%/1) nach Stimulation 211 210 206 231

Hb vor Stimulation 9,26 9,26 9,49 9,44
(mmol/l) nach Stimulation 9,31 9,00 9,09 8,95
Hk vor Stimulation 43 43 445 44

(%) nach Stimulation 43 42 43 38
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6.1.3 Abhangigkeit verschiedener Blutparameter zur G-CSF-Dosis

In Gruppe 1 wurden den Spendern durchschnittlich 3,22 pg/kg KG G-CSF (1,92 —
4,17) verabreicht. In Gruppe 2 waren es 3,19 ug/kg KG (1,92 — 3,93), in Gruppe 3
bekamen die Spender 3,16 pug/kg KG (2,58 — 3,93) und in Gruppe 4 waren es 3,19
Mg/kg KG (2,77 — 3,61). Es lieB sich kein signifikanter Einfluss der G-CSF-Dosis auf
die Blutbildveranderungen des Spenders feststellen, der in allen Gruppen einheitlich
gewesen ware.

In Gruppe 1 lieB sich eine positive Korrelation von 0,293 zwischen G-CSF-Dosis pro
kg Koérpergewicht und des relativen Leukozytenanstieges zeigen. Ebenso bestand
eine positive Korrelation von 0,385 zwischen der G-CSF-Dosis pro kg Kérpergewicht
und dem Anstieg des Neutrophilenanteils des Spenderblutes der Gruppe 2. Beide
Korrelationen waren signifikant, bestanden jedoch nicht in den anderen Gruppen.

Die G-CSF-Dosis korrelierte in Gruppe 2 positiv mit dem absoluten (0,312) und
relativen (0,297) Erythrozytenanstieg sowie mit dem absoluten (0,349) und relativen
(0,345) Hamatokritanstieg signifikant.

In Gruppe 4 bestand auBerdem eine signifikante positive Korrelation zwischen G-
CSF-Dosis und Thrombozytenabfall von 0,635.

6.2 Charakterisierung der gewonnenen Granulozytenpraparate

6.2.1 Gruppeneinteilung der Granulozytenpraparate

Die Gruppierung der Granulozytenpraparate erfolgte zur Erreichung der
Ergebnisunabhangigkeit analog der Einteilung der Granulozytenspender. In Gruppe
1 beinhaltet alle GK’s von Spendern nach ihrer ersten GS, Gruppe 2 beinhaltet alle
GK’s von Spendern nach ihrer zweiten GS, Gruppe 3 alle GK’s von Spendern nach
ihrer dritten Spende und Gruppe 4 alle GK’s von Spendern nach ihrer vierten
Spende. Von insgesamt 134 Praparaten wurden 58 in Gruppe 1, 48 in Gruppe 2, 18
in Gruppe 3 und 10 in Gruppe 4 zusammengefasst.
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6.2.2 Parameter der Granulozytenpraparate

Tabelle 5 fasst die jeweiligen Mittelwerte der Konzentrat-Blutparameter nach der

Praparation mittels Zellseparator zusammen.

Tab. 5: Mittelwerte der Charakteristika der gewonnenen Granulozytenpraparate
Abkiirzungen: WBC = Leukozyten, LC = Lymphozyten, nG = neutrophile Granulozyten, RBC =

Erythrozyten, PLT = Thrombozyten, Hb = Hamoglobin, Hk = Hamatokrit

Gruppe 1 | Gruppe 2 | Gruppe 3 | Gruppe 4

Dauer der Apherese (min) 126 120 115 119
Prozessvolumen (ml) 6863 6844 6517 6770
Verbrauch HES-Gemisch (ml) 532 537 505 523
Praparatevolumen (ml) 286 282 290 292
WBC (x 10'%Konzentrat) 4,29 4,22 4,41 4,62
nG (%) 83,48 81,72 82,67 82,31
LC (%) 9,17 10,0 9,69 11,44
PLT (x10'%Konzentrat) 14,49 13,27 14,06 15,54
RBC (x 10'%Konzentrat) 19,9 18,87 23,38 23,44
HK (%) 6,43 6,18 7,57 7,36
Granulozytensammlung-Effektivitat (%) 17,71 15,84 16,5 15,6
6.2.3 Leukozytengehalt im Granulozytenpraparat

Die WBC in den Granulozytenpraparaten lag in Gruppe 1 bei

Standartabweichung von 1,05 x 10'° zwischen 1,44 x 10'° und 6,59 x 10'° Zellen. In
Gruppe 2 betrug die Standartabweichung 1,26 x 10'°. Hier lagen die WBC der
Praparate zwischen 1,43 x 10'° und 5,89 x 10'°. Die Standartabweichung der Gruppe
3 betrug 1,15 x 10'°, bei einem Minimum von 1,52 x 10" und einem Maximum von
5,86 x 10'° Zellen. Minimal waren in Gruppe 4 2,03 x 10'° und maximal 5,81 x 10'°
WBC in den Praparaten enthalten, bei einer Stanartabweichung von 1,31 x 10'. (vgl.
Abb. 7)
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Abb. 7: WBC-Verteilung in den GK’s der einzelnen Gruppen

6.2.4 Granulozytengehalt im Granulozytenpraparat

Der minimale und maximale Anteil der nG an den WBC in den
Granulozytenpraparaten lag in Gruppe 1 bei 74,9 und 92,8% in Gruppe 2 bei 66,6
und 90,2% und in Gruppe 3 und 4 jeweils bei 72,0 und 91,0%. (vgl. Abb. 8)
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Abb. 8: Verteilung der nG in den GK’s der einzelnen Gruppen
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6.2.5 Leukozytengehalt im Praparat in Abhangigkeit vom prozessierten
Volumen

Die Anzahl der WBC im Praparat korreliert signifikant positiv in Gruppe 1 bis 3 mit

der Gr6Be des prozessierten Volumens wahrend der Apherese. In Gruppe 1 lieB sich

ein Stichproben-MaBkorrelationskoeffizient von 0,508 berechnen, in Gruppe 2 von
0,391 und in Gruppe 3 von 0,582. (vgl. Abb. 9)
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Abb. 9: WBC im GK in Abhangigkeit vom prozessierten Volumen

6.2.6 Leukozytengehalt im Praparat in Abhangigkeit von der Apheresedauer

In Gruppe 2 und 3 zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Dauer
der Apherese und den WBC im Praparat. In Gruppe 2 korrelierten die beiden Werte
mit einem Koeffizienten von 0,515 und in Gruppe 3 mit 0,546. (vgl. Abb. 10)
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6.2.7 Leukozytengehalt im Praparat in Abhangigkeit vom HES-Verbrauch

Je gréBer der HES-Verbrauch wahrend der Sedimentation war, um so gréBer waren
die WBC im gewonnenen Praparat. Dieser Zusammenhang bestand signifikant in
Gruppe 1 mit einem Korrelationskoeffizient von 0,490, in Gruppe 2 mit 0,406 und in
Gruppe 3 mit 0,612. (vgl. Abb. 11)
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Abb. 11: WBC im GK in Abhangigkeit vom HES-Verbrauch
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6.2.8 Leukozytengehalt im Praparat in Abhangigkeit vom Leukozyten-
Ausgangswert des Spenders nach G-CSF-Gabe und vor Apherese

In allen 4 Gruppe bestand eine signifikante Korrelation zwischen der WBC des mit G-
CSF behandelten Spenders vor der Apherese und der WBC im anschlieBend
gewonnenen Praparat. Je mehr WBC der Spender vor Apherese hatte, desto mehr
WBC befanden sich im separierten Granulozytenpraparat. In Gruppe 1 lag der
Korrelationskoeffizient bei 0,551, in Gruppe 2 bei 0,771, in Gruppe 3 bei 0,510 und in
Gruppe 4 bei 0,901. (vgl. Abb. 12)
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Abb. 12: WBC im GK in Abhangigkeit vom Leukozytenausgangswert des Spenders

6.2.9 Leukozytengehalt im Praparat in Abhangigkeit vom
Mobilisierungseffektes des Spenders nach G-CSF-Gabe

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Héhe des absoluten Anstieges der
WBC im peripheren Blut des Spenders nach G-CSF-Gabe und der WBC im Praparat
lieB sich in Gruppe 1 mit einem Korrelationkoeffizienten von 0,530, in Gruppe 2 mit
0,693 und in Gruppe 4 mit 0,884 feststellen. (vgl. Abb.13)
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Abb. 13: WBC im GK in Abhangigkeit vom Leukozytenanstieg des Spenders nach G-CSF-Gabe

6.2.10 Granulozytenanteil im Praparat in Abhangigkeit vom Spender und
Apherese

Es lieBen sich keine einheitlichen Abhangigkeiten der nG im Praparat vom
Prozessvolumen, HAES-Verbrauch, Dauer der Apherese,
Ausgangsgranulozytenanteil des Spenders und Anstieg der nG des Spenders nach
G-CSF-Gabe oder vom Hamatokritwert des Praparates, noch ein Hamatokritbereich
in welchem die nG am besten zu Sammeln gewesen ware, feststellen. Nur in Gruppe
4 bestand eine signifikante Korrelationen zwischen der H6he der nG im GK und des
Ausgangswertes sowie zum Anstieg der nG des Spenders nach G-CSF-Gabe. Der
Korrelatinskoeffizient lag bei 0,820 bzw. 0,777.

6.3 Empfangereffekte

6.3.1 Gruppeneinteilung der Empfanger

Zur Auswertung wurden die Empfanger der Granulozyten in 4 Gruppen eingeteilt.
Gruppe 1 enthalt alle Patienten nach der ersten GTX und umfasst 26 Personen.
Gruppe 2 enthélt die Patienten nach der zweiten GTX und beinhaltet 22 Personen.

Die Gruppe 3 beinhaltet mit einer Anzahl von 13 das Patientengut nach der dritten
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GTX, Gruppe 4 fasst mit einem Umfang von 10 Personen alle Patienten nach der
vierten GTX zusammen. Patienten, die mehr als 4 GTX erhielten, wurden nicht in die
Auswertung einbezogen, weil eine weiterfihrende Gruppeneinteilung der Empfanger
wegen der zu geringen Patientenanzahl nicht statistisch verwertbar gewesen ware.

6.3.2 Transfundierte Leukozyten und neutrophile Granulozyten pro m?> KOF

Durchschnittlich wurden bei jeder durchgefilhrten GTX in Gruppe 1 4,49 x 10"
WBC/Konzentrat, in Gruppe 2 3,86 x 10'© WBC/Konzentrat, in Gruppe 3 3,43 x 10'°
WBC/Konzentrat und in Gruppe 4 3,33 x 10'® WBC/Konzentrat ibertragen. Das
bedeutete in Gruppe 1 3,68 x 10'°, in Gruppe 2 3,21 x 10'° in Gruppe 3 2,76 x 10'"°
und in Gruppe 4 2,73 x 10'° nG/m? KOF des Empfangers und Transfusion. (vgl. Abb.
14)
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Abb. 14: pro Transfusion durchschnittlich tibertragene WBC bzw. nG/m? KOF des Empfangers
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6.3.3 Verteilung der korperoberflaichenbezogenen Leukozytentransfusion
innerhalb der einzelne Gruppen

In Gruppe 1 erhielten die Empfanger zwischen 2,04 - 10,79 x 10'© WBC/m? KOF mit
jeder Transfusion verabreicht, bei einer Standartabweichung von 2,21 x 10'°.

Die minimale bzw. maximale Leukozytendosis/m? KOF in der Gruppe 2 lag bei 1,16 x
10'% bzw. 8,54 x 10'° je Transfusion, bei einer Standartabweichung von 1,61 x 10'°.
In Gruppe 3 betrug die Standartabweichung 0,78 x 10'°, bei minimal 2,43 x 10'° und
maximal 4,84 x 10" WBC/m? KOF und Transfusion.

In Gruppe 4 betrug die Maximaldosis 4,28 x 10" und die Minimaldosis 2,2 x 10"
WBC/m? KOF und Transfusion. Die Standartabweichung lag hier bei 0,65 x 10'°.
(vgl. Abb. 15)
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6.3.4 Verteilung der korperoberflachenbezogenen neutrophilen
Granulozytentransfusion innerhalb der einzelne Gruppen

Die minimale und maximale Dosis nG/m? KOF des Empféngers lag in Gruppe 1 bei
1,69 x 10" und 9,07 x 10'°, in Gruppe 2 bei 0,85 x 10" und 7,16 x 10'°, in Gruppe 3
bei 1,98 x 10" und 3,99 x 10'°, sowie in Gruppe 4 bei 1,68 x 10" und 3,58 x 10'°.
Die Standartabweichung lag dabei bei 1,84 x 10'°, 1,37 x 10'°, 0,56 x 10'® und 0,56 x
10'°. (vgl. Abb. 16)
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6.3.5 Veranderung der Blutparameter und Sauerstoffsubstitution nach

Granulozytentransfusion allgemein

Die Mittelwerte der nach dem Erhalt der GTX stattgefunden Veranderungen im
Blutbild  der

Sauerstoffsubstitution sind in Tabelle 6 zusammengefasst. Als Ausgangswerte

Empfanger bzw. die Verdnderung der therapeutischen
wurden Blutbilduntersuchungen herangezogen, die nicht langer als 12 Stunden vor
der Granulozytentransfusion gemacht wurden. Die Blutbilduntersuchungen nach
Beendigung der GTX erfolgte nicht spéater als 12 Stunden nach Transfusionsbeginn.
Gleiches gilt fur die Werte der Sauerstoffsubstitution. Per Vorzeichen-Test kénnen
die Anstiege der WBC in Gruppe 1 und 2, und der CrP-Abfall in Gruppe 1 als

signifikant gewertet werden.

Tab. 6: Veranderungen der Blutparameter bzw. Sauerstoffsubstitution nach GTX
Abkidrzungen: WBC = Leukozyten, RBC = Erythrozyten, PLT = Thrombozyten, Hb = Hdmoglobin,
Hk = Hamatokrit, CrP = C-reaktives Protein, GTX = Granulozytentransfusion

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
WBC vor GTX 0,29 2,31 1,25 1,17
(x 10%/) nach GTX 1,49 3,42 1,65 1,26
RBC vor GTX 2,69 2,79 2,72 2,85
(x 10'2/1) nach GTX 2,83 2,96 2,83 3,01
PLT vor GTX 32,31 44,55 42,77 48,00
(x 10%1) nach GTX 44,77 42,68 40,13 48,6
Hb vor GTX 5,09 5,37 5,51 5,35
(mmol/l) nach GTX 5,26 5,54 5,48 5,68
Hk vor GTX 22,92 24,23 23,85 243
(%) nach GTX 24,42 25,05 24,92 26,8
CrP vor GTX 142,7 123,99 141,88 131,98
(mg/l) nach GTX 119,92 115,21 115,15 130,36
O,-Substitution vor GTX 0,69 1,36 0,77 0,8
()} nach GTX 0,81 1,18 0,77 0,5
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6.3.6 Gruppenspezifische Empfangereffekte in Abhangigkeit von der
Transplantationsart und dem Transplantationsmaterial

Die nachfolgenden Tabellen 7 bis 10 fassen jeweils die Mittelwerte der WBC und des
CrP-Wertes im peripheren Blut der Empfénger, sowie die Hobéhe der
Sauerstoffsubstitution vor und nach GTX zusammen.

Tab. 7: Empfangereffekte in Gruppe 1 nach Transplantationsart und —material unterschieden

Abkidrzungen:  GTX = Granulozytentransfusion, n = Anzahl, KMTX =
Knochenmarkstransplantation, SZTX = Stammzelltransplantation, TX = Transplantation

Transplan-
tationsart WBC CrP Sauerstoff-
Trans- (x 10%1) (mg/l) substitution
plantations- (1)
material
keine TX vor GTX 0,38 145,56 1,09
nach GTX 2,26 105,58 1,36
n 11 11 11
allogene TX vor GTX 0,23 131,2 0,36
nach GTX 11 131,21 0,36
n 11 11
autologe TX vor GTX 0,1 211,05 0
nach GTX 2,35 161,6 0
n 2 2 2
haploidente TX vor GTX 0,4 121,85 1,0
nach GTX 0,35 95,05 1,0
n 2 2 2
KMTX vor GTX 0,2 118,91 0,43
nach GTX 0,81 118,51 0,57
n 7 7 7
SZTX vor GTX 0,26 159,58 0,38
nach GTX 1,05 140,88 0,25
n 8 8 8
allogene KMTX vor GTX 0,2 109,88 0,5
nach GTX 0,88 112,67 0,67
n 6 6 6
SZTX vor GTX 0,26 156,78 0,2
nach GTX 6,8 153,46 0
n 5 5 5
autologe SZTX vor GTX 0,1 211,05 0
nach GTX 2,35 161,6 0
n 2 2 2
haploidente KMTX vor GTX 0,2 173,1 0
nach GTX 0,4 153,6 0
n 1 1 1
SZTX vor GTX 0,6 70,6 2,0
nach GTX 0,3 36,5 2,0
n 1 1 1
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Tab. 8: Empfangereffekte in Gruppe 2 nach Transplantationsart und —material unterschieden

Abkirzungen:

GTX =

Granulozytentransfusion,

= Anzahl,

KMTX

Knochenmarkstransplantation, SZTX = Stammzelltransplantation, TX = Transplantation

Transplan-
tationsart WBC CrP Sauerstoff-
Trans- (x 10%1) (mg/l) substitution
plantations- (1)
material
keine TX vor GTX 2,2 105,87 ,56
nach GTX 2,72 98,13 1,78
n 9 9 9
allogene TX vor GTX 2,72 138,2 1,33
nach GTX 4.4 142,51 0,67
n 9 9 9
autologe TX vor GTX 2,3 140,0 0
nach GTX 3,75 113,95 0
n 2 2 2
haploidente TX vor GTX 0,9 125,6 2,0
nach GTX 1,8 70,4 2,0
n 2 2 2
KMTX vor GTX 3,8 123,8 1,0
nach GTX 6,33 104,53 0,83
n 6 6 6
SZTX vor GTX 1,16 147,46 1,43
nach GTX 1,81 146,3 0,71
n 7 7 7
allogene KMTX vor GTX 4,4 121,0 1,2
nach GTX 7.1 105,24 1,0
n 5 5
SZTX vor GTX 0,63 159,7 1,5
nach GTX 1,03 189,1 0,25
n 4 4 4
autologe SZTX vor GTX 2,3 140,0 0
nach GTX 3,75 113,95 0
n 2 2 2
haploidente KMTX vor GTX 0,8 137,8 0
nach GTX 25 101,0 0
n 1 1 1
SZTX vor GTX 1 113,4 4,0
nach GTX 1,1 39,8 4,0
n 1 1 1
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Tab. 9: Empfangereffekte in Gruppe 3 nach Transplantationsart und —material unterschieden

Abkdirzungen:

GTX =

Granulozytentransfusion,

= Anzahl,

KMTX

Knochenmarkstransplantation, SZTX = Stammzelltransplantation, TX = Transplantation

Transplan-
tationsart WBC CrP Sauerstoff-
Trans- (x 10%/1) (mg/l) substitution
plantations- (1)
material
keine TX vor GTX 2,23 111,23 0,67
nach GTX 2,6 93,23 1,0
n 3 3 3
allogene TX vor GTX 0,97 178,48 0,83
nach GTX 1,02 146,42 0,67
n 6 6 6
autologe TX vor GTX 0,25 110,75 0
nach GTX 2,0 91,3 0
n 2 2 2
haploidente TX vor GTX 1,6 109,15 1,5
nach GTX 1,75 78,05 1,5
n 2 2 2
KMTX vor GTX 1,43 145,17 1,33
nach GTX 1,37 136,37 0,67
n 3 3 3
SZTX vor GTX 0,74 153,6 0,57
nach GTX 1,36 115,44 0,71
n 7 7 7
allogene KMTX vor GTX 0,9 167,25 2,0
nach GTX 0,6 1451 1,0
n 2 2 2
SZTX vor GTX 1,0 184,1 0,25
nach GTX 1,23 147,08 0,5
n 4 4 4
autologe SZTX vor GTX 0,25 110,75 0
nach GTX 2,0 91,3 0
n 2 2 2
haploidente KMTX vor GTX 2,5 101,0 0
nach GTX 2,9 118,9 0
n 1 1 1
SZTX vor GTX 0,7 117,3 3,0
nach GTX 0,6 37,2 3,0
n 1 1 1
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Tab. 10: Empfangereffekte in Gruppe 4 nach Transplantationsart und —material unterschieden
Abkdrzungen:  GTX = Granulozytentransfusion, n = Anzahl, KMTX =
Knochenmarkstransplantation, SZTX = Stammzelltransplantation, TX = Transplantation

Transplan-
tationsart WBC CrP Sauerstoff-
Trans- (x 10%1) (mg/l) substitution
plantations- (1)
material
keine TX vor GTX 1,3 139,6 1,5
nach GTX 2,1 207,75 1,5
n 2 2 2
allogene TX vor GTX 0,82 163,52 0,8
nach GTX 0,82 112,6 0,2
n 5 5 5
autologe TX vor GTX 3,0 70,3 0
nach GTX 3,3 151,7 0
n 1 1 1
haploidente TX vor GTX 1,0 76,35 0,5
nach GTX 0,5 86,7 0,5
n 2 2 2
KMTX vor GTX 0,97 142,3 0,67
nach GTX 0,63 105,4 0,33
n 3 3 3
SZTX vor GTX 1,24 122,74 0,6
nach GTX 1,3 114,38 0,2
n 5 5 5
allogene KMTX vor GTX 0,6 1451 1,0
nach GTX 0,55 75,5 0,5
n 2 2 2
SZTX vor GTX 0,967 175,8 0,67
nach GTX 1,0 137,33 0
n 3 3 3
autologe SZTX vor GTX 3,0 70,3 0
nach GTX 3,3 151,7 0
n 1 1 1
haploidente KMTX vor GTX 1,7 136,7 0
nach GTX 0,8 165,2 0
n 1 1 1
SZTX vor GTX 0,3 16,0 1,0
nach GTX 0,2 8,2 1,0
n 1 1 1

Die per Mann-Whitney-U-Test durchgeflihrte Analyse der Ergebnisse erbrachte keine
signifikanten Unterschiede in der Verdnderung der Parameter WBC-Anstieg, CrP-
Abfall und Sauerstoffsubstitutionsénderung beziglich der Vergleiche Transplantation
vs. keine Transplantation und KMTX vs. SZTX.
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6.3.7 Gruppenspezifische Empfangereffekte in Abhangigkeit von der Diagnose
des Empfangers

Die nachfolgenden Tabellen 11 bis 14 fassen jeweils die Mittelwerte der WBC und
des CrP-Wertes im peripheren Blut der Empfénger, sowie die Hoéhe der
Sauerstoffsubstitution vor und nach GTX zusammen. Dabei wird nach der Diagnose
der Empfanger unterschieden.

Tab. 11: Empfangereffekte in Gruppe 1 nach Diagnosen der Empfanger unterschieden
Abkdrzungen: GTX = Granulozytentransfusion, n = Anzahl

WBC CrP Sauerstoff-
Diagnose (x 10%1) (mg/l) substitution
(1)
Neoplasie des vor GTX 0,28 134,93 0,56
Hamatopoetischen nach GTX 1,45 116,63 0,67
Systems n 18 18 18
andere vor GTX 0,33 160,19 1,0
Erkrankung nach GTX 1,6 127,33 1,13
n 8 8 8

Tab. 12: Empfangereffekte in Gruppe 2 nach Diagnosen der Empféanger unterschieden

Abkiirzungen: GTX = Granulozytentransfusion, n = Anzahl

WBC CrP Sauerstoff-
Diagnose (x 10%/1) (mg/)) substitution
(1)
Neoplasie des vor GTX 2,69 122,91 1,47
Hamatopoetischen nach GTX 3,89 119,99 1,13
Systems n 15 15 15
andere vor GTX 1,47 126,3 1,14
Erkrankung nach GTX 2,41 104,94 1,29
n 7 7 7

Tab. 13: Empfangereffekte in Gruppe 3 nach Diagnosen der Empfanger unterschieden

Abkdrzungen: GTX = Granulozytentransfusion, n = Anzahl

WBC CrP Sauerstoff-
Diagnose (x 10%1) (mg/l) substitution
(1)
Neoplasie des vor GTX 1,32 152,19 1,0
Hamatopoetischen nach GTX 1,45 119,54 1,0
Systems n 10 10 10
andere vor GTX 1,0 107,5 0
Erkrankung nach GTX 2,3 100,5 0
n 3 3 3
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Tab. 14: Empfangereffekte in Gruppe 4 nach Diagnosen der Empféanger unterschieden

Abkiirzungen: GTX = Granulozytentransfusion, n = Anzahl

WBC CrP Sauerstoff-
Diagnose (x 109/I) (mg/l) substitution
0]
Neoplasie des vor GTX 0,88 139,1 1,0
Hamatopoetischen nach GTX 1,06 123,34 0,63
Systems n 8 8 8
andere vor GTX 2,35 103,5 0
Erkrankung nach GTX 2,05 158,45 0
n 2 2 2

Es konnte nicht gezeigt werde, dass zwischen der Patientengruppe mit Neoplasien
des hamatopoetischen Systems und der Patientengruppe mit anderen Erkrankungen
ein signifikanter Unterschied im AusmaB des WBC-Anstieges, des CrP-Abfalls und
der Sauerstoffsubstitutionsveranderung bestand.

6.3.8 Gruppenspezifische Empfingereffekte in Abhingigkeit vom Uberleben
der Empfanger

Die nachfolgenden Tabellen 15 bis 18 fassen jeweils die Mittelwerte der WBC und
des CrP-Wertes im peripheren Blut der Empfénger, sowie die Hoéhe der
Sauerstoffsubstitution vor und nach GTX zusammen. Dabei wird nach dem
Uberleben der Empfanger unterschieden.

Tab. 15: Empfangereffekte in Gruppe 1 nach Uberleben der Empfanger unterschieden
Abkdrzungen: GTX = Granulozytentransfusion, n = Anzahl,

WBC CrP Sauerstoff-
Uberleben (x 109/I) (mg/l) substitution
{)
vor GTX 0,35 136,87 0,4
Uberlebt nach GTX 1,71 98,45 0,53
n 15 15 15
vor GTX 0,22 150,66 1,09
verstorben nach GTX 1,21 149,21 1,18
n 11 11 11
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Tab. 16: Empfangereffekte in Gruppe 2 nach Uberleben der Empfanger unterschieden

Abkdrzungen: GTX = Granulozytentransfusion, n = Anzahl

WBC CrP Sauerstoff-
Uberleben (x 10%1) (mg/l) substitution
0)
vor GTX 1,79 97,52 0,64
Uberlebt nach GTX 1,94 93,19 0,91
n 11 11 11
vor GTX 2,82 150,46 2,09
verstorben nach GTX 4,9 137,22 1,45
n 11 11 11

Tab. 17: Empfangereffekte in Gruppe 3 nach Uberleben der Empfanger unterschieden

Abkdrzungen: GTX = Granulozytentransfusion, n = Anzahl

WBC CrP Sauerstoff-
Uberleben (x 109/I) (mg/l) substitution
0]
vor GTX 1,18 132,12 1,2
Uberlebt nach GTX 1,8 79,72 1,0
n 5 5 5
vor GTX 1,29 147,98 0,5
verstorben nach GTX 1,55 137,29 0,63
n 8 8 8

Tab. 18: Empfangereffekte in Gruppe 4 nach Uberleben der Empfanger unterschieden

Abkdrzungen: GTX = Granulozytentransfusion, n = Anzahl

WBC CrP Sauerstoff-
Uberleben (x 10%1) (mg/l) substitution
0)
vor GTX 0,4 99,75 2,5
Uberlebt nach GTX 1,15 153,3 2,0
n 2 2 2
vor GTX 1,36 140,04 0,38
verstorben nach GTX 1,29 124,63 0,13
n 8 8 8

Es konnte nicht gezeigt werden, dass zwischen der Gruppe Uberlebender Patienten
und der spéater verstorbenen Patientengruppe ein signifikanter Unterschied im
WBC-Anstieges, des CrP-Abfalls und der
Sauerstoffsubstitutionsveranderung bestand.

Ausmaf des
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6.3.9 Abhangigkeiten der Empfangereffekte von der korperoberflachen-
bezogenen Dosis transfundierter Leukozyten bzw. neutrophile Granulozyten

Es konnte in Gruppe 1 eine signifikante Korrelationen zwischen der Hbéhe des
relativen CrP-Abfalls im Empfanger und der Menge an {bertragenen WBC/m? KOF
(Korrelationskoeffizienten von 0,420) ermittelt werden. Die Héhe des relativen CrP-
Abfalls im Empfanger in Gruppe 1 korrelierte ebenfalls signifikant mit der Menge an
transfundierten nG/m? KOF des Empfangers (Korrelationskoeffizienten von 0,425).

In keiner Gruppe konnte eine signifikante Korrelation zwischen absolutem und
relativem Leukozytenanstieg im Empfanger und transfundierten WBC/m? KOF des
Empféangers festgestellt werden. Ebenso bestand kein signifikanter Zusammenhang
zwischen absolutem CrP-Abfall in allen Gruppen sowie relativem CrP-Abfall in
Gruppe 2 — 4 und transfundierten WBC bzw. nG/m? KOF des Empfangers. Auch
bezlglich der Sauerstoff-Substitutionsanderung und WBC bzw. nG/m? KOF wurden

keine signifikanten Korrelationen nachgewiesen.

54



7 Diskussion

7.1 Spender

In der vorliegenden Untersuchung wurden zwischen Januar 2003 und Februar 2005
134 Leukapheresen an 58, ausschlieBlich mannlichen, gesunden Spendern
durchgeflhrt.

In dieser Arbeit wurde zur Mobilisierung der nG mittels G-CSF dem Praparat
Lenograstim der Vorzug gegenlber dem Praparat Filgrastim gegeben. Lenograstim
ist dem nattrlichen G-CSF-Molekiil vollstandig identisch, wohingegen das ebenfalls
haufig verwendetet Filgrastim rekombinant hergestellt wird und an Stelle Thr-133
nicht O-glykosyliert ist (50). Vergleichende Untersuchungen Uber die Effektivitat in
vitro zeigten eine bis zu 25% hohere Potenz von Lenograstim im Gegensatz zu
Filgrastim. Pedrazzoli et al. (71) zeigten 1996 eine gréBere Kapazitat zur
Wachstumsstimulation in Kolony-Assays sowie in ex-vivo-Experimenten und Querol
et al. (75) konnten 1999 bei Mausen eine hbéhere Generation von nuklearen Zellen
sowie CFU-GM und CD34+ Zellen unter Behandlung von O-glykosyliertem G-CSF im
Vergleich zu nicht glykosyliertem G-CSF zeigen. Untersuchungen von Oh-Eda et al.
(68) legen die Vermutung nahe, dass dieser Effekt durch eine gréBere Instabilitat von
nichtglykosyliertem G-CSF auf Grund einer hoéheren Anfalligkeit gegeniber
Polymerisation und Denaturierung zustande kommt. Wang et al. (95) beschrieben
eine generelle Stabilitat von Glykoproteinen gegen Aggregation durch Glykosylierung
mit Oligosacchariden. Querol et al. (75) unterstrichen diese Vermutung, indem sie
zeigten, dass durch tagliche Sattigung des G-CSF-Spiegels die Unterschiede in der
Potenz zwischen beiden G-CSF-Formen verschwinden.

Bei in-vivo-Untersuchungen wird der Vorteil von Lenograstim kontrovers diskutiert.
Veréffentlichungen von Watts et al. (96) und Hgglund et al. (38) beispielsweise
beschreiben eine zum Teil erheblich gr6Bere Mobilisation von GFU-GM bzw. CD34+
und GFU-GM mit Lenograstim als mit Filgrastim. Andere Autoren wie Schigdt et al.
(82), Saccardi et al. (81) und Lefrere et al. (55) konnten in ihren Studien keinen
Unterschied hinsichtlich der Effektivitat zwischen den beiden Formen von G-CSF
belegen. Auch wenn bei Filgrastim als alteres Praparat eine wesentlich gréBere
klinische Erfahrung besteht und noch nicht definitiv belegt ist, ob die biologische

Aktivitdt von Lenograstim besser ist als von Filgrastim, so erscheint nach aktueller

55



Datenlage eine etwas besserer Effektivitdt von Lenograstim vorzuliegen. Mit der
Verwendung von Lenograstim kann somit angenommen werden, den bestmdglichen
pharmakologischen Effekt auf die Zellmobilisierung der Spender erreicht zu haben.
Die Granulozytenspende erfolgte freiwillig und schloss weibliche Spender nicht aus.
Dennoch ist davon auszugehen, dass sich die Tatsache, die Granulozytensammlung
an ausschlieBlich mannlichen Spendern durchgefiihrt zu haben, positiv auf das
Sammlungsergebnis der Granulozyten-Apherese auswirkte. Denn Fischer et al. (25)
zeigten in ihrer Ver6ffentlichung von 2005, dass nach Lenograstim-Vorbehandlung
bei mannlichen Spender eine deutlich gréBere Ausbeute an CD34+ Zellen durch
Apherese mdglich war, als bei weiblichen Spendern. Das lasst vermuten, dass auch
die Mobilisierung von neutrophilen Granulozyten bei mannlichen Spendern unter
Lenograstim-Vorbehandlung gréBer oder zumindest nicht geringer als bei weiblichen
Spendern ausfallen dirfte.

Nach Injektion von G-CSF kam es zu einem Anstieg der Leukozyten in allen
Gruppen. In Gruppe 1 um das 3,2-fach, in Gruppe 2 um das 3,5-fache, in Gruppe 3
um das 3,6-fache und in Gruppe 4 um das 3,8-fache. Dabei anderte sich die
Zusammensetzung der weiBen Blutkdrperchen so, dass der Anteil der neutrophilen
Granulozyten um etwa 27 bis 30 %-Punkte anstieg und der Anteil der Lymphozyten
um 21 bis 23 %-Punkte abfiel. Diese Anderungen sind sowohl in der Hohe als auch
in der Kumulation der Effekte vergleichbar mit den Veréffentlichungen anderer
Autoren (7, 8, 26, 60, 64). Die kontinuierliche Gabe von G-CSF ist durch eine
Kumulation der Effekte mit einem gréBeren Leukozytenanstieg der umtagigen Gabe
von G-CSF oder einer Einzeldosierung Uberlegen.

Die Anzahl der Thrombozyten im peripheren Blut verringerte sich je nach Gruppe
um ca. 10 bis 14%. Vergleichbare Thrombozytenabfalle werden von anderen Autoren
auch beschrieben (7, 64, 99). Anderlini et al. (3) beschreiben unter anderem das
Risiko von Thrombozytopenien bei Granulozytenspenden, deren Ursache neben der
G-CSF-Wirkung auch im Aphereseprozedere zu sehen ist. Diese seien jedoch
transistent, generell asymptomatisch und selbstlimitierend. Die Thrombozytenabfalle
im peripheren Blut der Spender dieser Arbeit waren alle klinisch unrelevant und
kénnen demnach als moderate und nicht therapiebedurftige Nebenwirkung der G-
CSF-Stimulation gewertet werden.

Der leichte Abfall des Hamoglobin- und Hamatokrit-Wertes sowie die Veranderung
der Erythrozytenanzahl erreichen keine signifikanten AusmafBe und werden in
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weiteren Veroffentlichungen in vergleichbarer Weise beschrieben (7, 64, 99).
Insgesamt kdénnen sowohl die absoluten als auch relativen Anderungen des
Blutbildes der Spender dieser Arbeit in ihrem AusmaB nach dem derzeitigen Stand
der wissenschaftlichen Erkenntnis als normgerecht eingestuft werden.

Der G-CSF wurde unabhangig vom Kérpergewicht des Spenders in einer Dosis von
jeweils 263 ug 6 bis 12 Stunden vor jedem Apheresebeginn subkutan injiziert. Daher
waren die kdrpergewichtsbezogenen Dosen jedes Spenders unterschiedlich und
lagen zwischen 1,92 bis 4,17 ug/kg KG. In Korrelations-Analysen lieBen sich keine
generellen signifikanten Zusammenhange zwischen der kdrpergewichtsbezogenen
G-CSF-Dosis und der erzielten Leukozytenanzahl im peripheren Blut oder eines
anderen Blutparameters feststellen. Liles et al. (60) beschreiben nur einen geringen
Unterschied zwischen der erzielten Anzahl von neutrophilen Granulozyten im
peripheren Blut nach einem Mobilisationsregime von taglich 300 ug und 600 pg G-
CSF. Andere Autoren belegen in ihren Ver6ffentlichungen deutlichere
Mobilisationssteigerungen bei Steigerung der G-CSF-Dosis (7, 64). Jendiroba et al.
(46) zeigten einen gréBeren Mobilisationseffekt fir neutrophile Granulozyten nach
taglicher Dosis von 5 ug/kg KG im Vergleich zu einer umtagigen Gabe der gleichen
Dosis. Grigg et al. (33) fuhrten Untersuchungen mit taglichen Gaben von 3, 5 und 10
Mg/kg KG G-CSF durch. Diese belegten zwar eine Steigerung der WBC im
peripheren Blut mit héheren G-CSF-Dosis, welche jedoch nicht von statistisch
signifikantem Unterschied war. Mit der in dieser Untersuchung verwendeten festen
Dosis von 263 pug G-CSF, welche durchschnittlich einer Dosis von ca. 3,2 ug/kg KG
entsprach, wurden mit anderen Studien vergleichbare Mobilisierungseffekte erzielt.
Dabei wurde die Behandlung von allen Spendern sehr gut toleriert und es war keine
Therapie etwaiger Nebenwirkungen nétig. Unter dem vorherrschenden Konsens,
dass ab einer bestimmten Grunddosis keine signifikanten
Mobilisierungssteigerungen fir WBC und neutrophile Granulozyten mit héheren G-
CSF-Dosen zu erreichen sind, jedoch ein erhdhtes Risiko flir das Auftreten
unerwiinschter Nebenwirkungen bei hdheren G-CSF-Dosen zu erwarten ist, erscheit
das verwendete Mobilisierungsschema unter alleiniger Betrachtung der
Blutbildveranderungen der Spender gut praktizierbar zu sein.
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7.2 Konzentrate

Es herrscht Ubereinstimmung, dass die Héhe des Granulozytenanstieges im
Patienten und somit auch die Rate des Therapieerfolges gréBtenteils von der Anzahl
der funktionstiichtigen transfundierten Granulozyten abhangt (24, 49, 88), wobei eine
gréBere Sammlungsausbeute bei einer gréBeren Anzahl von peripher zirkulierenden
Granulozyten im Spender erzielt wird (42).

Bei einem durchschnittlichen Leukozytengehalt in der vorliegenden Untersuchung
von 4,22 bis 4,62 x 10'° pro Praparat, lag die Zahl der neutrophile Granulozyten pro
Praparat je nach Gruppeneinteilung zwischen 3,45 bis 3,8 x 10'°. Das ist deutlich
geringer als in den Untersuchungen anderen Autoren. Caspar et al. (16) mobilisierten
mit einer einmaligen subkutanen G-CSF-Dosis von 300 pg, was somit in etwa
vergleichbar dem hier verwendeten Mobilisierungsregime ist, und erzielten
durchschnittlich 5,4 x 10" Leukozyten mit 4,4 x 10'° neutrophilen Granulozyten pro
Granulozytenpraparat. Andere Autoren publizierten Untersuchungen mit Werten von
4,1 bis 6,8 x 10'° neutrophile Granulozyten pro Leukapherese (8, 16, 35, 36, 46, 47,
54, 72, 99). Dabei erfolgte die Mobilisierung zwar auch ausschlieBlich mit G-CSF, es
wurden aber mit 5 bis 10 yg/kg KG wesentlich héhere Dosen verwendet. Somit liegt
die Uberlegung nahe, ob mit héheren G-CSF-Dosen zwar nicht der Anstieg der nG
im Spender signifikant gesteigert werden kann, aber die Sammlungsausbeute durch
eine héhere Dosierung positiv beeinflusst werden kann. Dies ware im Sinne einer
VergréBerung und/oder beschleunigter Ausschittung des Knochenmarkpools von
nG’s moglich. Dieser Hypothese fehlt derzeit jedoch eine wissenschaftliche
Bestatigung.

Verdffentlichungen, bei denen die Mobilisierung nur mit Glykosteroiden
vorgenommen wurden, weisen eindeutig niedrigere Sammelraten flr neutrophile
Granulozyten im Vergleich zur Sammlung nach Mobilisation mit G-CSF auf. Es
werden, unabhangig ob Prednisolon oder Dexamethason verwendet wurde,
neutrophile Granulozytenzahlen von 0,7 bis maximal 2,9 x 10" pro Leukapherese
angegeben (8, 46, 56, 72, 99). Erfolgte die Mobilisierung mit G-CSF und
Glykosteroiden zusammen, wurde neben dem gréBten Anstieg von Leukozyten auch
die gr6Bte Ausbeute an neutrophilen Granulozyten per Apherese erreicht. Die
Spannweite verdffentlichter Ergebnisse liegt zwischen 6,7 bis 10,6 x 10'° neutrophile
Granulozyten pro Leukapherese. (21, 36, 40, 54, 56, 91) Demnach lasst sich
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feststellen, dass eine weitere Optimierung der Spendermobilisierung und der
Sammlungsausbeute in der Kombination von G-CSF und Glykokortikoiden gelegen
hatte.

Ein weiterer Unterschied zu Publikationen von Separationen mit héheren Ertrdgen
von nG liegt in der Hohe des prozessierten Volumen wahrend der Apherese. In der
hier vorliegenden Studien lag das prozessierte Volumen in Gruppe 1 bei
durchschnittlich 6,9 | mit einer Standartabweichung von + 1,1 |, in Gruppe 2 bei 6,8 |
+ 1,3 |, in Gruppe 3 bei 6,51 £ 1 | und in Gruppe 4 bei 6,8 | £ 0,6l. Da die
Granulozytenseparationen dieser Arbeit im Rahmen einer Studie durchgefihrt
wurden, war das prozessierte Volumen auf maximal 7 | limitiert. Stroncek et al. (91),
Adkins et al. (2) und Heuft et al. (36) prozessierten in ihren Arbeiten durchschnittlich
7 | Blut pro Leukapherese. Price et al. (74) und Hubel et al. (40) prozessierten jeweils
10 |, Bensinger et al. (8) 7 bis 12 | Blut je Leukapherese. Es ist logisch, dass bei
einem grdBeren prozessierten Blutvolumen und einem damit verbundenen gréBeren
Zelldurchfluss durch den Separator die Chancen auf eine hdhere Zellausbeute
gréBer sind. Dies ist auch im diversen Publikationen belegt (1, 30, 44).

Je gréBer der HES-Verbrauch wahrend der Apherese war, um so héher war die nG-
Ausbeute in den GK’s. Dieser Zusammenhang lieB sich in Gruppe 1 — 3 mit einer
signifikanten, positiven Korrelation belegen. Der ausbleibende Zusammenhang in
Gruppe 4 lasst sich am ehesten mit der geringen GK-Anzahl in dieser Gruppe und
der daraus resultierenden statistischen Verzerrung durch Extremwerte erklaren. Die
verwendeten HES-Dosen waren auf maximal 550 ml des verwendeten Trisodium-
Citrat-HES-Gemisches limitiert und lagen in Gruppe 1 im Mittel bei 541,5 ml, in
Gruppe 2 bei 536,8 ml, in Gruppe 3 bei 504,7 ml und in Gruppe 4 bei 522,8. Strauss
et al. verdffentlichten Untersuchungen, die von einer Verdopplung der
Granulozytenausbeute durch Erhdéhung der HES-Dosis von 250 ml auf 500 ml,
jedoch keiner weiteren Ausbeutungeerhéhung bei Steigerung der HES-Dosis von
500 ml auf 1000 ml berichteten (90).

Die auBerdem gezeigte positive, signifikante Korrelation zwischen der Dauer der
Apherese und der nG-Ausbeute erklart sich mit dem steigenden HES-Verbrauch
wahrend des Fortschreitens der Apherese. Es bleibt weiteren Untersuchungen
vorbehalten, ob ein verzégerter Sammlungsbeginn - erst ca. 20 min nach Anschluss
und Inbetriebnahme des Zellseparators - hhere Sammlungseffektivitaten erzielt, da

erst dann eine gentgend groBe Menge an HES verabreicht wurde und die
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Sedimentation und Auftrennung der einzelnen Blutzellenfraktionen im Separator ein
effektive MaRB erreicht haben kénnte.

Eine weitere Erkenntnis, die AnstoB zu weiteren Untersuchungen zur Optimierung
der Apheresedauer geben sollte, stellten Joos et al. (47) vor. Demnach wird durch
die G-CSF-Stimulation der Spender die Fahigkeit zur Phagozytose und die Aktivitat
von oxidative burst erhdéht und die Expression von Antigenen wie CD16, CD11a,
CD62L und CD64 herabgesetzt. Durch die anschlieBende Apherese wurden die
Phagozytosefahigkeit und die oxidative burst Aktivitdt wieder verringert und die
Antigenexpression erhdht, jeweils wieder auf etwa das Ausgangsniveau.
Méglicherweise lasst sich durch ein optimiertes Stimulations-Apherese-Regime die
Funktionstlchtigkeit der transfundierten nG noch verbessern.

In allen vier Gruppen bestand zudem ein positiver, signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Mobilisierungseffekt im Spender nach G-CSF-Gabe und der Anzahl
nG im GK, sowie zwischen der Anzahl WBC im Spender nach G-CSF-Gabe und der
Anzahl nG im GK. Die Begriindung dieses Zusammenhanges liegt am ehesten darin,
dass bei gréBerem Mobilisierungseffekt bei ahnlichen Ausgangswerten grdéBere
Mengen an WBC im peripheren Blut der Spender vor Apherese zu finden sind. Je
mehr WBC im Blut der Spenders vor Apherese vorhanden sind, umso mehr nG
kénnen bei ahnlichen Separationsbedingungen (prozessiertes Volumen, HES-
Regime ect.) pro Apherese gesammelt werden.

Eine entscheidende Ursache der niedrigen Zellzahlen der GK’s dieser Arbeit liegt in
der Sammlungseffektivitat. Diese liegt in der vorliegenden Untersuchung nur
zwischen 15,6 und 17,7%. Die Untersuchungen mit héheren Granulozytenwerten im
Praparat weisen Effektivitatsraten von 35 bis 48% auf (16, 36, 99). Eine
Verbesserung der Sammlungseffektivitat kdnnte besonders durch die Erhéhung des
prozessierten Volumen erreicht werden. AuBerdem kdénnte durch eine Verlangerung
der Apheresedauer oder eine Veranderung des HES-Citrat-Gemisches eine
Optimierung der Sammlungseffektivitat bewirkt werden, was weiterer Studien bedarf.
Die vorliegenden Separationsergebnisse nach Mobilisation mit G-CSF liegen Uber
denen von Separationen nach Glykosteroid-Mobilisation und unter denen von
Separationen nach Mobilisation mit G-CSF und Glykosteroiden zusammen. Aber sie
sind im Vergleich zu anderen Publikationen von Separationen nach G-CSF-
Mobilisierung sehr niedrig. Erklarungen dafir kénnen die niedrigen Effektivitatsraten
der Sammlungen, eine zu geringe Dauer der Apherese, das im Vergleich zu anderen
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Sammlungen geringe prozessierte Volumen und die verwendete niedrige G-CSF-
Dosis liefern. Zwar wird durch Steigerung der G-CSF-Dosis die Anzahl der im
Spender mobilisierten Leukozyten nicht entscheidend erhdht, aber die
Sammlungsraten scheinen besser zu sein.

Die Funktionalitat der neutrophilen Granulozyten wird durch die Spenderbehandlung
mit G-CSF und oder Glykosteroiden sowie der anschlieBenden Apherese Uber einen
Zeitraum von 24 Stunden nicht negativ beeinflusst. Der entscheidende Faktor scheint
die Lagerungstemperatur zu sein. Leavey et al. (52) beschreibt in einer Studie eine
Erhaltung der Chemotaxis und des NADPH-Oxidase-Systems auf normalem Level
nach 48 Stunden Lagerung unter Raumtemperatur. Joos et al. (47) beschreiben in
einer groBeren Studie ebenfalls keine negative Beeinflussung der Chemotaxis und
Phagozytosefahigkeit, sowie keinen relevanten Anstieg von proinflammatorischen
Zytokinen und Oberflachenantigenen. Dagegen beschrieb Lightfoot et al. (59) in
einer kleinen Studie einen signifikanten Anstieg von IL-13 und IL-8 nach 48 Stunden
Lagerung. Hubel et al. (43) veréffentlichten einen leichten Abfall der bakteriellen
Aktivitat nach einer Lagerung von 48 Stunden bei 22°C, welcher bei gleicher Dauer
und 10°C Lagerungstemperatur nicht bestand. Des Weiteren waren in dieser Studie
nach 24 Stunden die Ausschittung der proinflammatorischen Zytokine IL-18, IL-6, IL-
8 und TNF-a, vor allem bei Erschtterung, signifikant erhéht, was bei einer Lagerung
bei 10°C nicht beobachtet wurde. Bezliglich der Chemotaxis, der Migrationskapazitat
und Antigenexpression waren zwischen den Lagerungsmethoden keine
Unterschiede und Beeintrachtigung festgestellt worden.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Granulozytenpraparate bei 22°C gelagert, mit
vergleichbaren Aphereseprozeduren hergestellt und nach der Herstellung sofort zur
GTX verwendet, wobei zwischen Herstellung und Transfusion nicht mehr als 24
Stunden vergingen. Auch wenn es Hinweise gibt, dass die Lagerung bei 10°C die
Funktionalitdt der gesammelten Granulozyten besser konserviert hatte, ist in
Anbetracht der Datenlage davon auszugehen, dass die in dieser Arbeit gewonnen
und verwendeten neutrophilen Granulozyten in ihrer Funktionalitdt derer in vivo
vergleichbar sind und durch die Separation und Lagerung nicht negativ beeinflusst

wurden.
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7.3 Empfanger

Die Granulozytentransfusion erfuhr mit dem Einsatz von hamatopoetischen
Wachstumsfaktoren und modernen Apheresetechniken eine Art Renaissance. Sie
wird wieder vermehrt bei Patienten im neutropenischen Zustand mit weniger als 500
Granulozyten/ml Blut, bei Infektionen die auf eine adaquate antibiotischen bzw.
antimykotische Therapie nicht ansprechen, wahrend einer Sepsis und in Situationen,
in denen eine Erholung des Knochenmarkes innerhalb von 10 Tagen nach Auftreten
der Infektion nicht erwartet werden kann eingesetzt. (18, 29, 41, 89)

In der vorliegenden Arbeit erhielten die Patienten pro GTX je nach Gruppeneinteilung
WBC-Dosen von 3,3 - 4,5 x 10'9/GK. Das entsprach zwischen 2,7 - 3,7 x 10'° nG/GK
und einer Dosis von 2,7 — 3,7 x 10'® nG/m? KOF der Patienten. Im Vergleich zu
neueren Studien zur GTX ist dies eine durchschnittliche Dosierung. Price et al. (74)
verdffentliche eine mittlere Dosis je GTX von 8,2 x 10" nG, Lee et al. (54)
verwendeten GK’s mit durchschnittich 6,6 x 10" nG, Hester et al. (35)
transfundierten pro GTX im Mittel 4,1 x 10'® PMN, Cesaro et al. (17) behandelten mit
3,1 x 10" WBC/GK bei einem nG-Gehalt von 90 bis 95% und Peters et al. (72)
verwendeten durchschnittlich GK’s mit 0,5 x 10'° nG, was einer Dosis von 1,5 x 10™°
PMN/m? KOF der Empfanger entsprach. Dabei muss als groBer Kritikpunkt bei allen
Veroffentlichungen auBer der von Cesar et al. festgestellt werden, dass zur
Auswertung der GTX-Effekte keine Gruppeneinteilung der Empfénger vorgenommen
wurde. Dadurch sind die vorgestellten Ergebnisse statistisch gesehen nicht
voneinander unabhangig und es kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, in
welchem AusmalB sich die einzelnen GTX beeinflussten und es zu Kumulationen der
Effekte kam. Fur die Bewertung der klinisches Outcomes ist das letztendlich
unerheblich, fir die Bewertung der laborchemischen GTX-Effekte jedoch verzerrend.
Der Vergleich zwischen den einzelnen Verdffentlichungen ware auBerdem
aussagekraftiger, wenn die transfundierten nG in Zellen/KOF des Empfangers
angegeben ware. Somit wére die von den Patienten tatsédchlich erhaltene nG-Dosis
von den EinflussgréBen Gewicht und KoérpergroBe nicht so verzerrt wie bei der
Angabe der absoluten Anzahl transfundierter nG und der Zusammenhang zwischen
nG-Dosis und klinischem Erfolg besser zu analysieren.

Nach erfolgter GTX stiegen die WBC im peripheren Blut der Empfanger um
durchschnittlich 0,7 x 10% an, bei einer Spannweite von 0,09 x 10%I bis 1,2 x 10%/1.
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Peter et al. (72) erzielten in ihrer Ver6ffentlichung einen taglichen Anstieg von 1,6 x
10° WBC/I bei Patienten welche vor der GTX mit G-CSF behandelt wurden und einen
Anstieg von 0,43 x 10° WBC/I bei mit Prednisolon vorbehandelten Patienten. Lee et
al. (54) verdffentlichten Anstiege von durchschnittlich 0,4 x 10° nG/I bei Patienten, die
auf die GTX-Therapie angesprochen haben und 0,09 x 10° nG/I bei Patienten, die
nicht auf die GTX-Therapie ansprachen. In der Untersuchung von Price et al. (74)
wurde ein Anstieg von 2,7 x 10° nG/I ermittelt, Cesaro et al. (17) ermittelten nur einen
Anstieg von 0,3 x 10° nG/l nach GTX. Damit liegen der in dieser Arbeit erzielte
Mittelwerte des WBC-Anstieges im guten Durchschnitt, verglichen mit anderen
Veréffentlichungen. Es lasst sich jedoch nur in Gruppe 1 und 2 eine Signifikanz
bezlglich des WBC-Anstieges ermitteln, was sich jedoch am ehesten mit der zu
geringen Patientenanzahl in Gruppe 3 und 4 erklaren lasst. Ebenso lasst sich keine
signifikant positive Korrelation zwischen der Anzahl der transfundierten nG’s und der
Hohe des WBC-Anstieges zeigen, was bei der geringen GréBe des
Patientenkollektives jedoch auch schwierig ist.

Es gab jedoch starke Unterschiede im posttransfusionellen WBC-Anstieg zwischen
den einzelnen Gruppen. Wahrend in Gruppe 1 und 2 der WBC-Anstieg 1,2 x 10°
WBC/I bzw. 1,11 x 10° WBC/I betrug, lag er in Gruppe 3 nur noch bei 0,4 x 10°
WBC/I und in Gruppe 4 bei gerade 0,09 x 10° WBC/I. Das ist am ehesten mit den
Unterschieden des Patientengutes der jeweiligen Gruppe zu erklaren. In Gruppe 1
und 2 sind zu einem groBen Teil Patienten enthalten, die aus einem relativ gesehen
besseren Zustand heraus zur Stabilisierung nur ein oder zwei GTX erhalten haben.
AuBerdem ist der WBC-Anstieg zu Beginn einer GTX-Therapie am hdchsten, da sich
dort der Ausgangswert nahezu bei 0 befindet. In Gruppe 3 und 4 fallen die kurzfristig
mit GTX therapierten Patienten weg und befinden sich nur die Patienten mit relativ
gesehen schlechterem Zustand, die einer langeren GTX-Therapie bedirfen. Diesen
Patienten darf man unterstellen, einen h6heren nG-Verbrauch zu haben. Hier scheint
der erhdéhte Verbrauch an nG’s einen weitern Anstieg der WBC zu verhindern. Eine
weitere Erklarung kdénnte in der von Adkins et al. diskutierte Hypothese der schnellen
Entwicklung einer  spenderleukozyten-spezifischen  Alloimmunisierung  des
Empféangers liegen, welche die Effekte spaterer GTX mindert (2). Dies erscheint in
der immuninkompetenten Situation, in welcher sich die Empfanger befanden, nicht

sehr wahrscheinlich.
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Die begleitenden Transplantationen (SZTX, KMTX, keine TX), die Art der
Transplantation (allogen, autolog, haploident), das Uberleben der Patienten und die
Art der zu behandelnden Erkrankung (Neoplasie des hamatopoetischen Systems
oder andere Erkrankung) nahmen keinen signifikanten Einfluss auf den Anstieg der
WBC. Die therapieresistenten Infektionen entstanden alle in immuninkompetenten
Situationen auf Grundlage einer Neutropenie und stellten ein akutes, vital
bedrohendes Problem mit Handlungsbedarf dar. Die tieferen Ursachen der
Neutropenie scheinen bei der Therapie des Infektes durch GTX keinen Einfluss zu
haben.

Mit dem GK wurden auch Thrombozyten transfundiert. Bei einem durchschnittlichen
Gehalt von 14,34 x 10" PLT/GK wurde nur in Gruppe 1 ein deutlicher Anstieg der
Thrombozyten im peripheren Blut der Empfanger von 12,46 x 10° PLT/I registriert. In
Gruppe 2 und 3 kam es zu einem Abfall der Thrombozyten um 1,87 x 10° bzw. 2,64 x
10° PLT/L. In Gruppe 4 blieb die Thrombozytenanzahl nahezu konstant. Im Vergleich
dazu erreichten lllerhaus et al. (45) einen Thrombozytenanstieg von 16 x 10° PLT/I
unmittelbar nach GTX, welcher 24 Stunden nach GTX noch bei 8,5 x 10° PLT/I im
Vergleich zum Ausgangswert lag. Adkins et al. (2) erzielten durch Transfusion von
GK mit Thrombozytengehalten von 24 bis 41 x 10'® PLT/GK einen Anstieg der
peripheren Thrombozyten der Empfanger von 14 x 10° bis 8 x 10° PLT/I. Damit ist
der Thrombozytenanstieg dieser Arbeit deutlich geringer, als der anderer
Veréffentlichungen. Die Ursache liegt hierbei am ehesten in der deutlich geringeren
Anzahl von Thrombozyten in den verwendeten GK’s. Das wird auch deutlich in
Adkins Verdffentlichung, in welcher die GK-Empfanger auch in Gruppen eingeteilt
werden. In Gruppen mit thrombozytenreichen GK’s ist der Anstieg der Thrombozyten
im Empfanger nach GTX deutlich héher als in Gruppen mit thrombozytenarmeren
GK'’s. Laut den Leitlinien der Bundesarztekammer wird bei Kindern eine vorsichtigere
Transfusion von Thrombozyten mit geringerer Dosierung als bei Erwachsenen
empfohlen (11). In diesem Kontext ist die geringere Thrombozytenzahl im GK und
der daraus resultierende geringere Thrombozytenanstieg nach GTX im Vergleich zu
oben aufgeflihrten Publikationen, bei denen nur Erwachsene untersucht wurden, als
adaquat zu betrachten .

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag auf der Beeinflussung der Infektion durch
GTX, wobei der Veranderung des CrP-Wertes im peripheren Blut der Empféanger die
meiste Aufmerksamkeit zukam. Dabei ergaben sich durchschnittliche CrP-Abfalle
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von 22,78 mg/l in Gruppe 1, 8,78 mg/l in Gruppe 2, 26,73 mg/l in Gruppe 3 und ein
Abfall von 1,62 mg/l in Gruppe 4. Diese CrP-Abféalle waren nur in Gruppe 1 als
signifikant belegbar.

Sachs et al. publizierten einen CrP-Abfall nach GTX von durchschnittlich 23,58 mg/I
bei einem Abfall von 130 mg/l auf insgesamt 54 mg/l nach 8 Tagen und 4 GTX.
Grigull et al. veréffentlichten CrP-Abfélle nach GTX von durchschnittlich 31 mg/l und
konnten einen signifikant gréBeren Abfall bei Gberlebenden Patienten im Vergleich zu
wahrend der Therapie verstorbenen Patienten zeigen. Diese Ergebnisse lieBen die
Autoren Uber den CrP-Verlauf nach GTX als prognostischen Faktor diskutieren.
Bezliglich dieser Hypothese I&sst sich in der vorliegenden Arbeit nur in Gruppe 2 ein
signifikant gréBerer WBC-Anstieg nach GTX bei Uberlebenden Patienten im
Vergleich zu verstorbenen Patienten aufzeigen, jedoch keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich des CrP-Abfalls. Auf Grund der geringen Probandenzahl
konnte die statistische Auswertung per Mann-Whintey-U-Test jedoch in Gruppe 3
und 4 nicht durchgefihrt werden. Es lieBen sich keine statistisch signifikanten
Ergebnisse ermitteln, jedoch ein gewisser Trend feststellen, dass bei verstorbenen
Patienten der CrP-Abfall geringer ausfiel als bei Uberlebenden Patienten. Der CrP-
Wert nach GTX fiel bei spéater verstorbenen Patienten durchschnittlich um 9,7 mg/l
und durchschnittlich um 23,6 mg/l bei Uberlebenden Patienten. Die Hypothese, das
CrP als prognostischen Faktor zu betrachten, konnte in dieser Arbeit nicht statistisch
bestatigt werden. Das Ausbleiben von signifikanten Unterschieden im WBC-Anstieg
und CrP-Abfall ist jedoch auch zu einem groBen Teil der geringen Anzahl der
Patienten geschuldet. Es bedarf einer ein gréBeres Patientenkollektiv umfassenden
Untersuchung, diese Hypothese von Grigull et al. zu bestatigen.

In dieser Arbeit wurde weiterhin der Effekt von GTX auf die Sauerstoffsubstitution
untersucht. Nach meinem Wissen wurden bisher keine Untersuchungen
veroffentlicht, die sich mit dem Zusammenhang von GTX und Sauerstoffsubstitution
befassen. In einer Gruppe stieg der Substitutionsbedarf leicht an, in einer Gruppe
blieb er gleich und in zwei Gruppen fiel er leicht ab; alle Anderungen jedoch ohne
statistische Signifikanz. Diese Daten sind in zwei Richtungen interpretierbar. Zum
einen belegen sie, dass bei allen durchgefiihrten GTX keine TRALI aufgetreten ist,
welche mit einem massiven Mehrbedarf an zu substituierndem Sauerstoff
einhergegangen ware. Zum anderen lassen sich durch diese Daten keine Aussagen
zu einer positiven oder negativen Beeinflussung der GTX auf die
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Sauerstoffsubstitution geben. Um fundierte Ergebnisse zu diesem Sachverhalt zu
erhalten sind weitere Untersuchungen nétig.

Es ist allgemein anerkannt, dass der Anstieg der WBC bzw. nG im peripheren Blut
der Empfanger direkt von der Dosis der Ubertragenen WBC bzw. nG abhangt und
erst ab Transfusionen von mehr als 10'° Zellen/m? KOF detektierbar ist (62, 65, 72,
88, 93). Bei den hier vorgenommenen Untersuchungen, in welchem AusmaB der
WBC-Anstieg im Empfanger, die Sauerstoffsubstitution des Empfangers und der
CrP-Abfall im Empfanger nach GTX mit der Anzahl der transfundierten WBC bzw.
nG/m? KOF des Empfingers zusammenhingen, konnte nur in Gruppe 1 eine
signifikante Korrelation zwischen relativem CrP-Abfall und transfundierten WBC bzw.
nG/m? KOF des Empfangers dargestellt werden. Obwohl die verwendete WBC bzw.
nG-Dosierung im Vergleich zu anderen Publikationen nicht besonders niedrig war,
scheinen dennoch zu wenig WBC bzw. nG/m? KOF (bertragen worden zu sein, um
direkte Effekte auf die WBC, das CrP und die Sauerstoffsubstitution der Empfanger
in den anderen Gruppen nachweisen zu kénnen. Price et al. (74) schreiben in ihren
Untersuchungen zu GTX, dass erst eine Dosis von {ber 2 x 10° PMN/kg KG sicher
zu einem Anstieg von lber 2 x 10" PMN/I im peripheren Blut fihrt. Die Dosierung
dieser Arbeit lag mit 1,1 — 1,4 x 10° WBC/kg KG des Empfangers deutlich niedriger.
Nach derzeitiger Meinung sollte bei persistierender Neutropenie unter 500 nG/ul Gber
48 Stunden und dem Versagen einer gezielten Kombinationstherapie mit Anitbiotika
und Antimykotika, um die therapeutische GTX effektiv zu gestalten, die tagliche
minimale Gesamtdosis bei 2 - 3 x 10'® Granulozyten liegen und bis zum Anstieg der
Granulozytenanzahl im peripheren Blut auf Giber 0,5 x 10%1 verabreicht werden. (11,
80) Diese Empfehlung ist anhand der gewonnen Daten der Arbeit grundsatzlich zu
unterstitzen, wobei die Dosis aber sehr deutlich Gber dieser Minimalempfehlung
liegen sollte. In dieser Untersuchung lagen die taglichen Gesamtdosen an nG’s je
nach Gruppeneinteilung mit 4,22 bis 4,62 x 10'° deutlich Uber der empfohlenen
Minimaldosis, und erzielten dabei nur vergleichsweise geringe Effekte im Empfanger.
Genauer und besser ware eine koérpergewichtsbezogene Empfehlung der téaglichen
nG-Dosis, welche nach den Ergebnissen von Price et al. (74) bei einem Wert von 2 x
10° nG/kg KG liegen sollte. Die unter der Aufsicht des Jenaer Institutes fiir
Transfusionsmedizin durchgefihrten Therapien mit Granulozytenkonzentraten
werden seit kurzer Zeit mit zwei GTX am Tag durchgefiihrt, wobei sich ein grdéBerer
WBC-Anstieg abzeichnet, als bei taglich einer GTX.
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Die Wirksamkeit der therapeutischen GTX bei Neugeborenen und Kindern ist bisher
in nur wenigen Studien untersucht worden, wobei die diejenigen mit positiver
Einschatzung fir die GTX Uberwiegen. Beispielhaft seien hier die Studien von
Laurenti et al. (51) erwahnt, welche 38 zumeist Frihgeborene mit
antibiotikaresistenten Klebsielleninfektionen untersuchten. In der nichttransfundierten
Untersuchungsgruppe Uberlebten nur 28% der Neugeborenen. In der transfundierten
Untersuchungsgruppe erhielten die Neugeborenen neben Antibiotika 2 - 15
Granulozytenkonzentrate mit einer Dosis von 0,5 - 1,0 x 10° Granulozyten pro
Kilogramm Kérpergewicht und es Uberlebten 90%. Eine Studie von Christensen et al.
(20) beinhaltete 16 Kinder mit schwerer Neutropenie von Granulozytenzahlen unter 3
x 10%1 Blut und einem Knochenmarkspoolanteil von unter 7% an allen kernhaltigen
Knochenmarkszellen, welche entweder nur Antibiotika oder GTX in Dosen von 0,2 —
1,0 x 10° Granulozyten pro Kilogramm Kérpergewicht erhielten. In der transfundierten
Untersuchungsgruppe Uberlebten 100%, in der antibiotisch behandelten
Kontrollgruppe Uberlebten nur 11%. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Cairo et al. in
ihren Studien 1984 und 1987 (14, 15). Dagegen fanden Baley et al. (5) und Wheeler
et al. (98) keinen Vorteil einer Kombinationstherapie von GTX und Antibiotika
gegenlber der ausschlieBlichen Antibiotikatherapie. Bei ersterer Untersuchung lag
die Uberlebensrate der ausschlieBlich antibiotisch behandelten Kontrollgruppe sogar
héher als die der transfundierten Untersuchungsgruppe.

Wie auch bei Erwachsenen lasst sich nach der aktuellen Datenlage fir die
therapeutischen Granulozytengabe bei Neugeborenen noch keine feste Empfehlung
geben. Es scheint aber vorteilhaft, bei Neugeborenen mit bakterieller Sepsis, einer
Granulozytenzahl von unter 3 x 10%I Blut und einem Granulozytenanteil unter 10%
aller kernhaltigen Knochenmarkszellen, die Antibiotikatherapie mit GTX zu
kombinieren. Nach aktueller Datenlage liegt die Idealdosis bei 1 — 2 x 10°
Granulozyten pro Kilogramm Kérpergewicht und 10 — 15 ml/kg KG. Diese
Dosierempfehlung wurde in dieser Arbeit mit durchschnittlich 0,9 — 1,2 x 10° nG/kg
KG sehr exakt umgesetzt. Der Spender sollte dabei seronegativ auf per Transfusion
Ubertragbare Erkrankungen wie Cytomegalie, Hepatitis, HIV und Lues sein, sowie
eine positive Erythrozyten- und Leukozytenkompatibilitdit aufweisen. Spezielle
kontrollierte Studien, die sich mit der Effektivitdt und Dosisoptimierung von
Granulozytentransfusionen bei Kindern und Jugendlichen beschéftigen, sind, so weit
bekannt, nicht veréffentlicht. (80)
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Die Effektivitat der therapeutische GTX bei Patienten mit qualitativen Dysfunktionen
ihrer neutrophilen Granulozyten konnte noch nicht belegt werden. Da diese
Erkrankungen sehr selten auftreten, ist auBer einigen Fallpublikationen Uber positive
Behandlungserfolge keine grdBere Patientenkollektive umfassende Studie
verdffentlicht worden. Eine Empfehlung flr die Verwendung der therapeutischen
GTX kann im Rahmen der Behandlung der Granulozytendysfunktion aus Grinden
des bestehenden Risikos flir Alloimmunisierung und transfusionsassoziierter
Infektionen nur far mit Antibiotika unbeherrschbare Infekte gegeben werden. (80)

In dieser Arbeit lie3 sich feststellen, dass durch eine GTX bei Kindern ein deutlich
aufzeigbarer Anstieg der WBC und Abfall des CrP, jedoch kein Anderung der
Sauerstoffsubstitution zu erreichen ist. Unter dem Konsens, dass die transfundierten
nG funktionstiichtig sind, lasst sich damit festhalten, dass laborchemisch ein
deutlicher Effekt der GTX bei den untersuchten Kindern erzielt wurde, und damit die
Grundlage fir ein besseres Kklinisches Outcome erzielt werden konnten. Es
Uberlebten 15 von 26 Patienten, welche nur 37 der insgesamt 134 GTX erhielten.
Dies macht deutlich, dass eine erfolgreiche GTX nur mit einer gezielten

Indikationsstellung zu erreichen ist.
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8 Schlussfolgerung

Mit dieser Arbeit konnte gezeigte werden, dass Kinder und Jugendliche mit einem
Anstieg der WBC und einem Anfall des CrP im peripheren Blut von der
therapeutischen GTX, bei mit Antibiotika bzw. Antimykotika unbeherrschbaren
Infektionen ahnlich wie Erwachsene profitieren. Diese Veranderungen konnten nicht
in allen Empféngergruppen mit statistischer Signifikanz belegt werden. Auch bei
derzeit kritischer Diskussion {ber die positive Beeinflussung des klinischen
Outcomes, wird damit jedoch die Ausgangslage zur Infektionsbekadmpfung
verbessert und die Grundlage fir eine Verringerung der infektionsbedingten Mortilitat
hergestellt.

Dabei haben im Rahmen eines multimodalen Therapieregimes die eventuell
begleitende Transplantationsart und das verwendete Transplantationsmaterial keinen
signifikant positiven oder negativen Einfluss auf den Effekt der GTX. Ebenso
beeinflusst die Art der Erkrankung - ob Neoplasie des Hamatopoetischen Systems
oder andersartige Erkrankung - die Effektivitat der GTX nicht.

Die nachgegangene Hypothese, dass dem CrP die Bedeutung eines Faktors mit
prognostischer Aussagefahigkeit mit gréBeren Abféllen nach GTX bei Uberlebenden
Patienten zukommen sollte, konnte nicht statistisch signifikant verifiziert werden.
Dennoch ist der CrP-Abfall bei Uberlebenden Patienten im Durchschnitt erkennbar
gréBer, als bei spater verstorbenen Patienten. Es bedarf einer weiterflihrenden
Untersuchung mit einem erheblich gréBeren Patientenkollektiv, um diese Aussage zu
bestatigen.

AuBerdem  ergeben sich mit dieser Untersuchung Hinweise  zur
Verbesserungswirdigkeit des Zellsammlungsprozedere, um somit eine bessere
Sammlungseffektivitat von nG’s zu erzielen. In Anbetracht der besseren
Sammlungsausbeute bei langerer Apheresedauer und HES-Verbrauch scheint ein
spaterer Sammlungsbeginn nach Inbetriecbnahme des Zellseparators und
ausreichender  Einwirkzeit von HES zur Sedimentierungbeschleunigung
empfehlenswert. Es bedarf jedoch weiterer Untersuchungen, diese Hinweise zu
belegen.

Mit dem verwendeten Mobilisierungsregime wurden zwar in den Spendern gute
Mobilisierungseffekte erreicht, in Anbetracht der aktuellen Datenlage und auf Grund

der relativ schlechten Sammlungsausbeute sollte jedoch {berlegt werden, die
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Vorbehandlung der Spender mit einer Kombination aus héher dosiertem G-CSF und
Glykokortikoiden durchzufiihren. Die in dieser Arbeit verwendeten G-CSF-Dosen
zwischen 1,92 und 4,17 pg/kg KG bewirken eine ausreichende Mobilisierung im
Spender, scheinen aber fir eine hohe Sammlungsausbeute zu gering zu sein. Nach
den vorliegenden Ergebnissen sind mindestens 5 pug/kg KG zu empfehlen.

Um die Erfolge besser vergleichen zu kénnen, und somit das GTX-Regime effektiver
gestalten zu kénnen, ist die Angabe der transfundierten nG in absoluten Zellzahlen
nicht glinstig. Besser wire es, die Angabe in nG/kg KG des Empfangers oder nG/m?
KOF des Empfangers anzugeben.
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