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1. EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Das Multiple Myelom ist ein reifes B-Non-Hodgkin-Lymphom aus klonalen,
im Knochenmark proliferierenden Plasmazellen mit Synthese eines
monoklonalen, funktionsunfahigen Immunglobulins und Myelom-typischen
Endorganschaden durch das Immunglobulin und/oder den Plasmazellklon
(Abbildung 1 und 2). Dieses Immunglobulin (in 52 % der Falle 1gG, in
21 % IgA, in 16 % nur Leichtkette Kk oder A, in 2 % IgD, selten IgE), auch
Paraprotein oder M-Protein genannt, kann in der Mehrzahl der Patienten
(97 %) im Serum und/oder Urin detektiert werden — nur ein geringer Teil der
Myelome ist asekretorisch (Kyle et al., 2003).

Das Multiple Myelom ist mit ca. 15 % die zweithaufigste hamatologische
Neoplasie und macht etwa 1 % aller malignen Erkrankungen aus (Siegel et
al., 2013). Die mittlere altersadjustierte Inzidenzrate betragt 5,9/100.000,
wobei mehr Manner als Frauen und doppelt so viele Schwarze wie Weile (in
den USA) betroffen sind. Mit im Median 69 Jahren bei Diagnosestellung ist
das Multiple Myelom eine Erkrankung des fortgeschrittenen Lebensalters,
jedoch sind auch etwa 4 % der Patienten junger als 45 Jahre (Howlader et
al., 2013).

Die monoklonale Gammopathie unbestimmter Signifikanz (MGUS), welche
bei 3 % der Bevdlkerung Uber 50 Jahre auftritt und mit steigendem
Lebensalter weiter zunimmt (Kyle et al., 2006), sowie das ,Smouldering
Myeloma“ (SMM) sind pramaligne Vorstufen des Multiplen Myeloms. Beide
unterscheiden sich vom Multiplen Myelom durch das Fehlen myelom-
typischer Endorganschaden (International Myeloma Working Group, 2003).
Die MGUS geht mit einer Rate von etwa 1 % pro Jahr in ein Multiples
Myelom oder eine andere lymphatische Neoplasie Uber (Kyle et al., 2002),
das Smouldering Myelom weist mit 10 % pro Jahr in den ersten 5 Jahren ein
deutlich héheres Progressionsrisiko auf, welches in spateren Jahren jedoch

wieder abnimmt (Kyle et al., 2007).
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Abbildung 1: Knochenmarkinfiltration durch Plasmazellen

(—, 100-fache VergroRerung) (mit freundlicher Genehmigung der Klinik und Poliklinik

fir Innere Medizin 1l des Universitatsklinikums Regensburg).
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Abbildung 2: Pathogenese des Multiplen Myeloms

(modifiziert nach Nueckel, 2010). Unkontrollierte Vermehrung klonaler Plasmazellen
mit Bildung vieler identischer, aber funktionsloser monoklonaler Antikérper im
Gegensatz zu polyklonalen Plasmazellen mit einer Vielzahl unterschiedlicher

funktionaler Antikorper.
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Das Multiple Myelom ist eine Erkrankung, die bei einem Viertel der Patienten
zufallig im Rahmen anderer Untersuchungen entdeckt wird (Goldschmidt et
al., 2009). BSG-Erhdhungen (84 % bei Erstdiagnose) (Kyle et al., 2003) oder
ein M-Gradient in der Serumeiweil3elektrophorese (Abbildung 3) sind oft
Anlass fur weitere Diagnostik und fihren dann zur Diagnosestellung in einem
Stadium, in dem die Patienten klinisch beschwerdefrei sind oder lediglich
unspezifische Krankheitssymptome bieten.

Haufigstes Symptom bei Erstdiagnose sind Knochenschmerzen (Tabelle 1)
(Goldschmidt et al., 2009, Kyle et al., 2003), insbesondere im Bereich der
Wirbelsaule, des Brustkorbs und der proximalen Extremitaten (International
Myeloma Working Group, 2003). Ursachlich fur die Knochenschmerzen sind
Osteolysen, Osteoporose oder Frakturen — Veranderungen, die radiologisch
bei etwa 80 % der Patienten bei Erstdiagnose nachweisbar sind (Kyle et al.,
2003). Pathophysiologisch entstehen diese Knochenlasionen durch eine
Zytokin-vermittelte Stimulation von Osteoklasten (Pearse et al., 2001) mit der
Folge osteolytischer Herde oder diffuser Osteoporose. Eine Schllisselrolle
spielt hierbei die Verschiebung des RANKL/Osteoprotegerin-Verhaltnisses
zugunsten von RANKL (Sezer et al., 2003). Mudigkeit und Schwache sind
typische Symptome einer Anamie, welche bei 73 % der Patienten bei
Erstdiagnose gefunden wird und im Laufe der Erkrankung bei fast allen
Patienten (97 %) auftritt (Kyle et al., 2003). Die Anamie ist in der Regel
normochrom und normozytar (Kyle et al., 2003) und auf eine Verdrangung
der gesunden Hamatopoese im Knochenmark durch die Zellen des Multiplen
Myeloms zurtckzufihren. Eine Nierenbeteiligung mit Serumkreatininwerten
> 2 mg/dl liegt bei knapp 20 % der Patienten bei Erstdiagnose vor (Kyle et
al., 2003). Haufigste Manifestationsform einer Nierenfunktionseinschrankung
ist die durch tubulotoxische Effekte vermehrter Leichtketten im Urin
verursachte Cast-Nephropathie (Myelomniere), gefolgt von der Leichtketten-
Nephropathie und der AL-Amyloidose (Nasr et al., 2012). Weitere die
Nierenfunktion  beeintrachtigende  Kofaktoren sind  nephrotoxische
Medikamente, insbesondere = NSAIDs und  Kontrastmittel, eine
tubulointerstitielle Nephritis, Exsikkose, Hyperviskositat, Hyperurikamie oder

Hypercalcamie (Schonermarck et al., 2012). Letztere ist bei etwa einem
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Funftel der Patienten bei Diagnosestellung vorhanden (Kyle et al., 2003) und

wird durch Calciumfreisetzung im Rahmen des Knochenabbaus verursacht.

Abbildung 3: SerumeiweiBelektrophorese mit M-Gradient [1] in der y-Fraktion

(mit freundlicher Genehmigung der Klinischen Chemie und Laboratoriumsmedizin

des Universitatsklinikums Regensburg).

Tabelle 1: Klinische Zeichen und Symptome zum Zeitpunkt der Diagnose von 1.700

Patienten mit Multiplem Myelom an der Medizinischen Klinik und Poliklinik V der

Universitat Heidelberg im Zeitraum von 1992-2008 (Goldschmidt et al., 2009).

Symptom

% der Patienten

Knochenschmerzen inklusive Frakturen
Anamie

Frakturen, die einer chirurgischen Therapie bedurften
Schwere bakterielle Infektionen
Zentralnervése Symptome

Periphere Neuropathie

Uramie

Verstarkte Blutungsneigung

Herpes zoster

Fieber als B-Symptom

Odeme

Symptomlos (Diagnose infolge Routineuntersuchung)

65
48
1

o

N W W W w o

25
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Auch eine Infektanfalligkeit ist fir Myelompatienten typisch (Twomey, 1973,
Chapel and Lee, 1994). Infektionen, insbesondere Pneumonien, gehdéren zu
den haufigsten Todesursachen von Patienten mit Multiplem Myelom (Jung et
al., 2016, Augustson et al., 2005). Mitverantwortlich hierfur sind zellulare
Immundefekte — sowohl qualitativ als auch quantitativ — sowie Dysfunktionen
der humoralen Immunabwehr mit Hypogammaglobulinamie. Aber auch eine
hamatopoetische Insuffizienz mit Neutropenie durch Chemotherapie
und/oder Knochenmarkinfiltration ist fur eine erhodhte Infektanfalligkeit
verantwortlich (Tete et al., 2014). Selten tritt aufgrund eines stark erhodhten
Paraproteins ein symptomatisches Hyperviskositatssyndroms auf (Mehta and
Singhal, 2003). Bei Letzterem stehen oft neurologische Beschwerden im
Vordergrund. Ebenfalls an ein Myelom zu denken, ist bei einer neu
aufgetretenen Polyneuropathie, die bei bis zu 13 % der Patienten festgestellt
werden kann (Dispenzieri and Kyle, 2005, Walsh, 1971). Pathogenetisch
werden eine AL-Amyloidose der Nerven, Antikdrper gegen Myelin-
assoziiertes Glykoprotein oder auch Zytokin-vermittelte Schaden diskutiert
(Hutterer et al.,, 2014). Eine koexistente AL-Amyloidose, welche durch
Ablagerung fehlgefalteter M-Proteine entsteht, kann bei etwa 10-15 % der
Myelom-Patienten diagnostiziert werden (Guidelines Working Group of and
British Commitee for Standards in Haematology, 2004). Amyloid-
ablagerungen sind prinzipiell in allen Organen moglich und fuhren zu
Funktionseinschrankungen der betroffenen Organe (Guidelines Working
Group of and British Commitee for Standards in Haematology, 2004,
Schroder and Linke, 1999). Die Prognose von Myelom-Patienten mit
koexistenter Amyloidose ist daher besonders ungunstig (Vela-Ojeda et al.,
2009).

Das Vorhandensein mindestens eines der oben beschriebenen
Endorganschaden unterscheidet das Multiple Myelom von seinen
(asymptomatischen) Vorlaufern und ist zugleich Indikation zur
Therapieeinleitung (International Myeloma Working Group, 2003). Melphalan
und Prednison bildeten Uber Jahrzehnte die Standardtherapie in der
Behandlung des Multiplen Myeloms (Alexanian et al., 1969). Das mediane
Uberleben der Patienten konnte so auf etwa 3 Jahre verlangert werden

(Alexanian and Dimopoulos, 1994). Versuche mit intensiveren
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Kombinationstherapien zeigten zwar hohere Ansprechraten, flihrten jedoch
zu keiner Verlangerung des Gesamtuberlebens verglichen zu
Melphalan/Prednison (Myeloma Trialists' Collaborative Group, 1998). Einem
Meilenstein entsprach die Einfuhrung der Hochdosistherapie mit autologer
Stammzelltransplantation in den 1990er Jahren, die sich in prospektiven
randomisierten Studien der konventionellen Chemotherapie als Uberlegen
erwies. Das mediane Uberleben der Patienten konnte so auf etwa 5 Jahre
verlangert werden (Attal et al., 1996, Child et al., 2003, Palumbo et al.,
2004). Seither stellt die Hochdosischemotherapie mit autologer
Stammzelltransplantation eine Standardtherapie fur Patienten mit Multiplem
Myelom dar. Eine definitive Altersobergrenze fur die Hochdosis-
chemotherapie gibt es nicht, da diese Therapieform in Abhangigkeit vom
biologischen Alter und den Komorbiditdten auch bei alteren Patienten
durchgefuhrt werden kann (Palumbo et al., 2004, EI Cheikh et al., 2011).
Neue Erkenntnisse Uuber intrazellulare regulatorische Proteine und die
Interaktion von Myelomzellen mit dem Knochenmark-Microenvironment und
deren Auswirkung auf Proliferation, Apoptose und Resistenzentwicklung von
Myelomzellen fuhrten in den letzten Jahrzehnten zur Entwicklung von neuen
Substanzen mit molekularen Wirkmechanismen (Bruno et al., 2004) wie den
Immunmodulatoren (IMiDs) Thalidomid und Lenalidomid (Revlimid®) sowie
dem Proteasomeninhibitor Bortezomib (Velcade®). Seit Einfilhrung dieser
neuen Substanzen konnte das Gesamtuberleben der Patienten nochmals
verbessert werden (Kumar et al., 2008, Kumar et al., 2014). Die neuen
Substanzen sind bisher vorwiegend fiur die Rezidivtherapie sowie
Erstlinientherapie bei nicht transplantierbaren Patienten zugelassen. Die
Primartherapie transplantierbarer Patienten erfolgt aktuell innerhalb und
aulderhalb von klinischen Studien durch kombinierten Einsatz von
Hochdosischemotherapie mit autologer Stammzelltransplantation und neuen
Substanzen in Induktion sowie teilweise im Rahmen einer Konsolidierungs-
und Erhaltungstherapie. Die bisherigen Ergebnisse hinsichtlich der
Remissionsraten, progressionsfreiem Uberleben und/oder Gesamtiiberleben
sind vielversprechend, viele Langzeitergebnisse fehlen aber noch (Cavo et
al., 2012, Attal et al., 2012, Gay et al., 2013). Fur nicht transplantierbare

Patienten stehen konventionelle Chemotherapieregime bestehend aus
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Melphalan und Prednison in Kombination mit Thalidomid, Bortezomib oder
Lenalidomid zur Auswahl (Facon et al.,, 2007, San Miguel et al., 2008,
Palumbo et al., 2012). Einen weiteren, potenziell kurativen Therapieansatz
stellt die allogene Stammzelltransplantation dar, die einen ,Graft-versus-
Myeloma-Effekt® erzielen soll. Die Datenlage zur allogenen Stammzell-
transplantation ist jedoch unbefriedigend. Trotz teils geringerer Rezidivraten
nach allogener im Vergleich zur autologen Stammzelltransplantation konnte
kein Uberlebensvorteil fiir die allogene gegeniiber der autologen
Transplantation gezeigt werden (Kuruvilla et al., 2007, Bjorkstrand et al.,
1996). Ein wesentlicher Grund dafur ist die hohere therapieassoziierte
Mortalitat der allogenen Stammzelltransplantation (Bjorkstrand et al., 1996).
Die allogene Stammzelltransplantation sollte daher weiterhin im Rahmen
klinischer Studien durchgeflhrt werden. Die Hochdosischemotherapie mit
autologer Stammzelltransplantation ist weiterhin Therapie der Wahl fir alle
geeigneten Patienten mit Multiplem Myelom. Unter Ausschépfung aller zur
Verfugung stehenden Therapeutika und trotz stetiger Verbesserung des
Gesamtluberlebens sind die vorliegenden Therapieergebnisse jedoch nach
wie vor enttduschend. Da nur bei 15% der Patienten dauerhafte
Remissionen von 10 Jahren und mehr erzielt werden kdnnen, ist aktuell
lediglich eine kleine Gruppe von Patienten mdglicherweise geheilt (Barlogie
et al., 2006).

Das Multiple Myelom ist heute weltweit die haufigste Indikation fur eine
autologe Stammzelltransplantation (Niederwieser et al., 2016). Als autologe
Stammzelltransplantate kommen autologe Knochenmarks- oder periphere
Blutstammzelltransplantate zum Einsatz. Aufgrund der schnelleren
Regeneration der Hamatopoese nach Transplantation wird heute jedoch der
autologen peripheren Blutstammzelltransplantation der Vorzug gegeben
(Schmitz et al., 1996, Beyer et al., 1995). Die Gewinnung peripherer
Blutstammzellen nach Mobilisierung aus dem Knochenmark ins periphere
Blut erfolgt dabei Uber einen Sammlungsprozess, der als Stammzell-
apherese bezeichnet wird. Als Standarddosis fir eine autologe
Stammzelltransplantation und zur Sicherstellung einer schnellen
hamatopoetischen Regeneration gelten > 2 x 10° CD34*-Zellen/kg KG (Giralt
et al., 2009, Tricot et al., 1995).

12
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Hamatopoetische Stammzellen finden sich normalerweise im Knochenmark
in sogenannten Stammzellnischen (Schofield, 1978). Die Stammzellnische
ist ein hochspezialisiertes Mikromilieu, welches Uber spezifische
Zellinteraktionen die Selbsterneuerung und Differenzierung hamato-
poetischer  Stammzellen reguliert (Jones and Wagers, 2008).
Physiologischerweise migriert nur ein sehr geringer Anteil hamatopoetischer
Stammzellen zwischen Knochenmark und Blut (Goodman and Hodgson,
1962, Cavins et al.,, 1964). Dieser Anteil kann durch mobilisierende
Substanzen wie Chemotherapeutika (Richman et al., 1976, To et al., 1990),
Wachstumsfaktoren (Duhrsen et al., 1988, Molineux et al., 1990), Chemokine
(z. B. IL-8) (Laterveer et al., 1995) oder molekulare Inhibitoren/Antikdrper
gegen Chemokin-Rezeptoren (z. B. AMD-3100) (Liles et al., 2003) und
Integrine (z. B. Natalizumab) (Bonig et al., 2008) erhdht und zur Steigerung
der Sammlung peripherer Stammzellen genutzt werden. Die haufigsten
Methoden der Stammzellmobilisierung beim Multiplen Myelom sind heute
eine Mobilisierung mit hamatopoetischen Wachstumsfaktoren (G-CSF)
alleine oder die Kombination einer Mobilisierungschemotherapie mit G-CSF
(Kumar et al.,, 2009, Giralt et al., 2009). Wie mehrfach gezeigt werden
konnte, ist die kombinierte Mobilisierung der Wachstumsfaktorgabe alleine
hinsichtlich der Zahl der mobilisierten Stammzellen Uberlegen (Alegre et al.,
1997, Narayanasami et al., 2001, Gertz et al., 2009).

Die molekularen Mechanismen der Stammzellmobilisierung sind bis heute
nur unzureichend geklart. Wie bisher jedoch gezeigt werden konnte, sind fur
Retention beziehungsweise Mobilisierung von Stammzellen insbesondere
zwei Signalwege von Bedeutung: die CXCR4/CXCL12-Achse und die
VLA-4/VCAM-1-Achse (Mazo et al., 2011, Christopher et al., 2009, Levesque
et al., 2003). Interaktionen des auf Stammzellen exprimierten Rezeptors
CXCR4 mit seinem Liganden CXCL12 (SDF-1 = stromal-cell derived factor 1)
bzw. Interaktionen des auf Stammzellen exprimierten Rezeptors VLA-4
(very late antigen 4) mit seinem auf Stromazellen exprimierten Liganden
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule) sind fur die Retention
hamatopoetischer Stammzellen im Knochenmark verantwortlich (Levesque
et al., 2003). Werden diese Achsen unterbrochen, erfolgt eine Mobilisierung

hamatopoetischer Stammzellen aus den Nischen ins Blut (Liles et al., 2003,
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Levesque et al.,, 2003, Semerad et al., 2005, Christopher et al., 2009,
Craddock et al., 1997, Kikuta et al., 2000). Stromazellen, insbesondere
Osteoblasten sind die Hauptquelle von CXCL12 (Semerad et al., 2005).
Mobilisierende Cytokine wie G-CSF fuhren Uber noch ungeklarte
Mechanismen zu einer Unterdrickung von Osteoblasten mit der Folge einer
verminderten Osteoblastenzahl und verminderten Expression von CXCL12.
Hierdurch kommt es wiederum zu einer verminderten Interaktion von
CXCL12 mit CXCR4 und die Stammzellen mobilisieren ins Blut (Christopher
et al., 2009). Im modifzierten Modell von Greenbaum and Link erfolgt die
Initierung der G-CSF-Signalkaskade Uber die Aktivierung von Monozyten
(Abbildung 4) (Greenbaum and Link, 2011).

Baseline G-CSF Mobilization
w

Blood

. Monocyte
Monocyte HSPC Y
G-CSFR G-CSFR
‘ G-CSF
VLA4 CXCR4
VCAM-1 CXCL12
o o © (o]} @

C. -me- 2 ﬁ,_____xa___l

Abbildung 4: Vereinfachtes Modell G-CSF-induzierter Stammzellmobilisierung

(modifiziert nach Greenbaum and Link, 2011). Osteoblasten (Osteolineage cells)
exprimieren Schlisselmolekile wie CXCL12 und VCAM-1, welche hamatopoetische
Stammzellen (HSPC) in ihrer Stammzellnische halten (,Baseline®, links). G-CSF flhrt
Uber Aktivierung von Monozyten (Monocyte) und noch ungeklarte Signalmechanismen
zur Unterdriickung von Osteoblasten. Nachfolgend kommt es zu Unterbrechungen der
CXCR4/CXCL12- sowie der VLA-4/VCAM-1-Achse wund zur Mobilisierung
hamatopoetischer Stammzellen aus ihrer Nische (,Mobilization®, rechts) (Greenbaum
and Link, 2011).

Neutrophile Granulozyten sind ein wichtiger Bestandteil des angeborenen

Immunsystems und erste Verteidiger gegenuber bakteriellen und
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mykotischen Erregern (Day and Link, 2012). Welche Bedeutung
Neutrophilen zukommt, kann anhand von angeborenen oder erworbenen
Neutropenien, die zu erhOhter Infektanfalligkeit fUhren, gezeigt werden. Die
Neutrophilenhamostase unterliegt einem Gleichgewicht aus Produktion und
Speicherung im Knochenmark, Freisetzung ins Blut und Entfernung aus dem
Blutkreislauf. Taglich werden ca. 5—10 x 10" Neutrophile produziert (Demetri
and Griffin, 1991, Summers et al., 2010). Nur ein geringer Anteil davon
zirkuliert im Blut, die Mehrheit der Neutrophilen verbleibt im Knochenmark
(Semerad et al., 2002) und steht als Reserve fur ,Notfallbedingungen® wie
Infektionen zur Verfugung (Day and Link, 2012).

Hauptregulatorisches Zytokin der Granulopoese ist der Wachstumfaktor
~granulocyte colony-stimulating factor* (G-CSF) (Lieschke et al., 1994, Liu et
al., 1996, Summers et al., 2010, Panopoulos and Watowich, 2008). GM-CSF
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), stem cell factor (SCF),
Interleukin-3 und Interleukin-6 sind weitere Granulopoese-regulierende
Zytokine (Metcalf et al., 1987, Molineux et al., 1991, Metcalf et al., 1986,
Pojda and Tsuboi, 1990), denen jedoch nur eine dem G-CSF untergeordnete
Rolle zukommt (Stanley et al., 1994, Molineux et al., 1991, Nishinakamura et
al.,, 1996, Liu et al.,, 1997). G-CSF greift auf verschiedenen Stufen der
Granulopoese ein: Zum Einen stimuliert G-CSF die Differenzierung
multipotenter Zellen zu myeloischen Progenitorzellen sowie die Proliferation
granulozytarer als auch megakaryozytar-erythroider Progenitorzellen
(Richards et al., 2003), zum Anderen beschleunigt G-CSF die Transitzeit von
Neutrophilen durch das Knochenmark (Lord et al., 1989) und lost die
Freisetzung von Neutrophilen aus dem Knochenmark aus (Lord et al., 1989,
Bronchud et al., 1988, Cohen et al., 1987, Ulich et al., 1988). Eine wichtige
Rolle fur die Retention und Freisetzung von Neutrophilen aus dem
Knochenmark spielen dabei analog der Retention und Mobilisierung
hamatopoetischer Stammzellen Interaktionen des auf Neutrophilen
exprimierten Chemokin-Rezeptors CXCR4 und seines Liganden SDF-1 (Ma
et al., 1999, Liles et al., 2003, Suratt et al., 2004, Eash et al., 2009, Semerad
et al., 2002).

Die Eigenschaften von G-CSF und deren Wert fir den klinischen Alltag

wurden schnell erkannt. Studien zeigten, dass die Gabe von rekombinantem
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G-CSF nach Chemotherapie zu einer beschleunigten Erholung der
Granulopoese und Verklrzung der chemotherapieinduzierten Neutropenie
mit Reduktion neutropener Komplikationen fuhrt (Bronchud et al., 1987,
Crawford et al., 1991, Pettengell et al., 1992, Schmitz et al., 2004, Stahel et
al., 1994). Durch G-CSF kann aber auch die Mobilisierung hamatopoetischer
Stammzellen ins Blut gesteigert werden (Duhrsen et al., 1988, Molineux et
al., 1990). Indikationen fur den Einsatz von G-CSF sind daher heute die
Pravention und Therapie neutropener Komplikationen, die Verklrzung einer
kritischen Neutropenie bei dosisdichten Regimen und nach autologer bzw.
allogener Stammgzelltransplantation sowie die Mobilisierung hamato-
poetischer Stammzellen aus dem Knochenmark ins Blut (Aapro et al., 2011,
Crawford et al., 2010, Smith et al., 2015).

Nach Hochdosischemotherapie und autologer Stammzelltransplantation
erleidet die Mehrheit der Patienten in der auftretenden Phase kritischer
Neutropenie infektiose Komplikationen (Gil et al., 2007, Reich et al., 2001,
Kolbe et al., 1997). Die individuelle Infektanfalligkeit jedes einzelnen
Patienten ist schwer vorhersehbar. Seit Jahrzehnten gelten Dauer und Tiefe
der Neutropenie als Risikofaktoren fur das Auftreten von infektidsen
Komplikationen nach Chemotherapie (Bodey et al., 1966). Aufgrund des
nicht vorhersehbaren Neutrophilenverlaufs sind Dauer und Tiefe der
Neutropenie jedoch zunachst nicht bekannt, sondern nur retrospektiv
feststellbar. Daher ist das Ausmald der Neutropenie kein Pradiktor, sondern
vielmehr eine Outcome-Variable (Straka et al., 2011). Dass G-CSF eine
zentrale Schlusselrolle in der Neutropenie und bei Infektionen zukommt,
konnte anhand erhdhter Serumspiegel bei Letzteren festgestellt werden
(Watari et al., 1989, Kawakami et al., 1990, Mempel et al., 1991). Der nach
einmaliger Gabe von G-CSF vorwiegend aus Neutrophilen auftretende
Leukozytenpeak ins Blut durch Freisetzung reifer, im Knochenmarksmilieu
gespeicherter Leukozyten spiegelt, wie Straka et al. 2004 zeigten, die
individuelle Knochenmarksreserve (Zytokapazitat) fur ,Notfallsituationen® wie
Neutropenie oder Infektionen wider. So konnte gezeigt werden, dass hohe
Leukozytenantworten nach einmaliger G-CSF-Gabe mit einem niedrigen
Infektionsrisiko in der nachfolgenden Neutropeniephase korrelieren und
umgekehrt. Da diese G-CSF-Antwort nach Ende der Hochdosis-
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chemotherapie, aber vor Neutropenieeintritt untersucht wird, ist die G-CSF-
Antwort seither der erste zur Verfugung stehende Pradiktor flr das Auftreten
neutropener Infektionen nach myeloablativer Chemotherapie (Straka et al.,
2004, Straka et al., 2011, Straka et al., 2014).

Hoch- und intermediar-dosiertes Cyclophosphamid (C), die Kombination aus
Cyclophosphamid und Etoposid (CE) oder Ifosfamid, Epirubicin und Etoposid
(IEV) gefolgt von G-CSF sind bewahrte Chemotherapieregime zur
Mobilisierung von Stammzellen. Diese Regime fuhren zu einer ausgepragten
Myelosuppression mit einem erhdhten Risiko flr neutropene Komplikationen
(Fitoussi et al., 2001, Alegre et al., 1997, Hiwase et al., 2007, Gojo et al.,
2004, Hart et al., 2007). Die G-CSF-Antwort als Pradiktor fur neutropene
Komplikationen wurde bisher nur nach myeloablativer Chemotherapie mit
autologer Stammzelltransplantation untersucht (Straka et al., 2004, Straka et
al.,, 2011, Straka et al., 2014). Die prognostische Aussagekraft fur das
Auftreten neutropener Infektionen nach nichtmyeloablativer Chemotherapie
ist bis dato noch unklar. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die
Pradiktion der G-CSF-Antwort erstmals  fur  nichtmyeloablative
Chemotherapieregime am Beispiel der Mobilisierungschemotherapie an
einem uniformen Kollektiv von Patienten mit Multiplem Myelom zu

untersuchen.
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2. PATIENTEN UND METHODEN

2.1 Patientenkollektiv

Die G-CSF-Antwort im Rahmen der Mobilisierungschemotherapie wurde an
45 Patienten mit Multiplem Myelom untersucht, die im Zeitraum von
Dezember 2006 bis Februar 2011 in der Schon Klinik Starnberger See eine
Mobilisierungschemotherapie gefolgt von einer Hochdosischemotherapie und
autologen Blutstammzelltransplantation erhalten hatten. Indikation zur
Hochdosischemotherapie mit autologer Stammzelltransplantation war die
Diagnose eines symptomatischen Multiplen Myeloms im Rahmen der Erst-
oder Zweitlinien-Therapie. Vor Durchfihrung der Stammzellmobilisierung
bzw. Hochdosischemotherapie und autologen Stammzelltransplantation
wurden die Patienten jeweils sorgfaltig Uber die entsprechende Therapie und
damit verbundenen erforderlichen Routineprozeduren mundlich sowie

schriftlich aufgeklart.

2.2 Mobilisierung und Blutstammzellapherese

Die Stammzellmobilisierung erfolgte bei allen Patienten durch Kombination
einer Mobilisierungschemotherapie mit dem hamatopoetischen
Wachstumsfaktor ,granulocyte colony-stimulating factor® (G-CSF). Als
Mobilisierungsregime wurden das IEV-Schema, bestehend aus Ifosfamid
2.500 mg/m? Tag 1-3, Epirubicin 100 mg/m? Tag 1 und Etoposid 150 mg/m?
Tag 1-3 (Hart et al., 2007, Straka et al., 2003), das CE-Schema mit
Cyclophosphamid 1.250 mg/m? Tag 1-2 und Etoposid 100 mg/m? Tag 1-3
oder eine Monochemotherapie mit intermediar-dosiertem Cyclophosphamid
1.500 mg/m? Tag 1-2 verabreicht (Hamadani et al., 2012) (Tabelle 2). Die
Leukozytenstimulation mit G-CSF erfolgte ab Tag 5 taglich subkutan abends
bis zur Beendigung der Stammzellapheresen. Als G-CSF wurden Filgrastim
(Neupogen®) 5 pg/kg KG oder Lenograstim (Granocyte®) 150 pg/m? KO

verwendet.
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Tabelle 2: Mobilisierungsregime

Regime  Wirkstoff Dosierung Tag
IEV Ifosfamid 2.500 mg/m2 iv. 1-3
Epirubicin 100 mg/m? i.v. 1
Etoposid 150 mg/m? i.v. 1-3
CE Cyclophosphamid ~ 1.250 mg/m? i.v. 1-2
Etoposid 100 mg/m? i.v. 1-3
C Cyclophosphamid 1.500 mg/m2 iv. 1-2
G-CSF Filgrastim 5 pg/kg KG s.c. ab Tag 5 bis Ende der Apherese
Lenograstim 150 pg/m2 KO s.c. ab Tag 5 bis Ende der Apherese

i.v. = intraven@s, s.c. = subkutan, KG = Kdrpergewicht, KO = Kérperoberflache.

Bei Leukozytenwerten < 1.000/pl erfolgte eine Umkehrisolation der
Patienten. Als antiinfektive Prophylaxe wahrend der Umkehrisolation
erhielten die Patienten Ciprofloxacin 250 mg p.o. 2 x taglich sowie eine
Amphotericin-B-Mundspullésung 4 x taglich. Nach der Nadirphase erfolgte
bei wieder steigenden Leukozytenwerten ab > 1.000 Leukozyten/ul eine
tagliche CD34"-Bestimmung im Blut durch den Blutspendedienst des
Bayerischen Roten Kreuzes (BRK), Herzog-Heinrich-Stralle 4, in 80336
Minchen. Bei CD34"-Zellen > 10/ul wurde eine Tauglichkeitspriifung des
Patienten fur die an einem der Folgetage geplante Stammzellapherese
vorgenommen. Bei Fehlen von Kklinischen und laborchemischen
Ausschlusskriterien  (Hb > 8 g/dl, Thrombozyten > 50.000/ul) sowie
vorhandener schriftlicher Einverstandniserklarung wurde der Patient am
Folgetag zur Stammzellapherese zugelassen.

Die Stammzellapheresen wurden mittels des Zellseparators COM.TEC® der
Firma Fresenius HemoCare durchgefuhrt. Hierzu wurden die Patienten fir
eine Dauer von 4-5 Stunden Uber zwei periphere vendse Zugange oder
einen Shaldonkatheter an den Zellseparator angeschlossen. Zur
Antikoagulation im Schlauchsystem wurde Citrat verwendet. Wahrend der
Apherese wurden bei kontinuierlichem Blutfluss circa 10-20 Liter Blut
prozessiert. Nach der Apherese erfolgte die weitere Verarbeitung der
Stammzellen im Stammzelllabor des Instituts fur Transfusionsmedizin
Munchen des Blutspendedienstes des Bayerischen Roten Kreuzes (BRK),
Herzog-Heinrich-Stralle 4, 80336 Munchen. Dort wurden die Anzahl der

gesammelten CD34*-Zellen ermittelt und verschiedene Qualitatskontrollen
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hinsichtlich Sterilitat und Zellwachstum in Colony Assays vorgenommen. Im
Anschluss wurden die Stammzellen portioniert, mit der Einfrierlosung
Dimethylsulfoxid versetzt, bis auf -100 °C computergesteuert tiefgefroren und
in der Gasphase von flussigem Stickstoff bei -130 bis -180 °C gelagert. Der
Zielwert der Sammlung richtete sich nach der Anzahl der geplanten
Hochdosischemotherapien. Minimales Sammlungsziel zur Durchfihrung
einer Tandemhochdosischemotherapie waren 4,0 x 10° CD34*-Zellen/kg KG
plus 2,0 x 10° CD34*-Zellen/kg KG als Stammzell-backup. Bei ausreichender
Stammzellsammlung wurde die G-CSF-Gabe am Tag der Apherese beendet.
Wurde das Sammelziel noch nicht erreicht, wurde G-CSF weiter verabreicht.
In Abbildung 5 ist der zeitliche Ablauf der Mobilisierung ab Beginn (Tag 1) in

Tagen dargestellt.

G-CSF-
Antwort
(G-CSF)
CTx CTx CTx G-CSF ! G-CSF G-CSF (Apherese)
-CSF G-CSF Apherese

0 S S O S S O O O

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

Tag ab
Mobilisierung

Abbildung 5:  Zeitlicher Verlauf der Mobilisierung (MOB) ab Beginn der
Chemotherapie (CTx) in Tagen.

In Abhangigkeit vom Mobilisierungsregime wird von Tag 1-3 bzw. Tag 1-2 die
Chemotherapie (CTx) verabreicht. Zusatzlich wird ab Tag5 G-CSF subkutan 1 x
taglich abends verabreicht. Die G-CSF-Antwort wird an Tag 6 mit dem Routineblutbild
am Morgen bestimmt. Mit Regeneration der Hamatopoese und CD34"-Zellen > 10/ul
im peripheren Blut wird die Stammzellapherese beim Patienten durchgefiihrt, in
Abbildung 5 exemplarisch an Tag 10. Mit Erreichen der erforderlichen
Stammzellmenge wird G-CSF am Abend nach der Apherese beendet. Bei
Nichterreichen der geplanten Stammzellmenge wird G-CSF (in Klammern) am Abend
der Apherese nochmals verabreicht und am nachsten Tag eine zweite Apherese (in

Klammern) durchgefuhrt usw.

2.3 Hochdosischemotherapie und autologe Stammzelltransplantation

Als Hochdosischemotherapie erhielten die Patienten Melphalan von

200 mg/m? oder 140 mg/m? aufgeteilt auf zwei Gaben an Tag -3 und -2. Die
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autologe Stammzelltransplantation (TX) wurde 48 h nach der letzten
Chemotherapie an Tag 0 durchgefihrt (Abbildung 6). Zur Transplantation
wurde das Stammzellpraparat in einem Kuhlbehalter auf Station gebracht,
am Patientenbett aufgetaut und Uber einen zentralvenésen Katheter
infundiert. Die reinfundierte Stammzelldosis (CD34*-Zellen/kg KG) wurde aus
dem Quotienten der verabreichten absoluten CD34"-Zellzahl und dem
Korpergewicht (kg) des Patienten am Tag der Transplantation berechnet.

Am Vortag der autologen Stammzelltransplantation (Tag -1) wurde
G-CSF einmalig — Filgrastim 5 pg/kg KG oder Lenograstim 150 pg/m? KO —
subkutan abends zur Durchfuhrung des G-CSF-Tests (s. Kapitel 2.4)
appliziert. Ab Tag +1 nach autologer Stammzelltransplantation wurde G-CSF
in derselben Dosierung subkutan 1 x taglich abends bis zu einem
Leukozytenanstieg > 10.000/ul oder Leukozytenwerten > 1.000/ul an drei
aufeinanderfolgen Tagen verabreicht. Als Infektionsprophylaxe erhielten die
Patienten Cotrimoxazol 960 mg p.o. 2x taglich von Tag -3 bis -1,
Ciprofloxacin 250 mg p.o. 2 x taglich ab Tag 0, Aciclovir 500 mg i.v. 2 x
taglich ab Tag -3, Amphotericin-B-Mundspullésung 4 x taglich ab Tag -3
sowie eine desinfizierende Mundspullésung 6 x taglich ab Tag -3.
Abbildung 6 zeigt den zeitlichen Ablauf der Hochdosischemotherapie und
autologen Stammzelltransplantation ab Beginn der Hochdosischemotherapie

(Tag -3) in Tagen.

G-CSF-
Antwort

A
HDT HDT G-CSF : X G-CSF 1xtgl. bis Leukozyten einmalig > 10.000/ul oder > 1.000/ul an drei
aufeinander folgenden Tagen

L bbbl

-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tag ab
Hochdosis

Abbildung 6: Zeitlicher Verlauf der Hochdosischemotherapie (HDT) und
autologen Stammzelltransplantation (TX) ab Beginn der

Hochdosischemotherapie in Tagen.

Die Hochdosischemotherapie (HDT) wird an Tag -3 und -2 verabreicht. An Tag -1
erfolgt einmalig die Gabe von G-CSF zur Durchfihrung des G-CSF-Tests, die G-CSF-
Antwort wird an Tag 0 mit dem Blutbild bestimmt. Nach Transplantation wird G-CSF

21



2. PATIENTEN UND METHODEN

1 x taglich ab Tag 1 bis zu einem einmaligen Leukozytenwert > 10.000/ul bzw.

Leukozytenwert > 1.000/ul an drei aufeinander folgenden Tagen verabreicht.

2.4 G-CSF-Antwort

Die G-CSF-Antwort ist ein G-CSF-induzierter Leukozytenpeak, dessen
Messung im Blut 12-14 h nach G-CSF-Gabe erfolgt. Die G-CSF-Antwort
wird durch eine einmalige Gabe von G-CSF nach Abschluss der
Chemotherapie ausgel6st. Hierzu wird einmalig G-CSF subkutan abends —
Filgrastim in einer Dosierung von 5 ug/kg KG oder Lenograstim in einer
Dosierung von 150 ug/m? KO — verabreicht. Im Rahmen der Mobilisierungs-
chemotherapie wird die G-CSF-Antwort mit der ersten geplanten G-CSF-
Gabe an Tag 5 zur Stammzellmobilisierung untersucht. Fir die G-CSF-
Antwort im Rahmen der Hochdosischemotherapie wird zusatzlich zur
Leukozytenstimulation ab Tag +1 G-CSF auch an Tag -1 verabreicht. Die G-
CSF-Antwort selbst wird jeweils am der G-CSF-Gabe darauffolgenden
Morgen mit dem Routineblutbild bestimmt — bei der Mobilisierung
entsprechend an Tag 6, bei der Hochdosis an Tag 0 (s. Kapitel 2.2,
Abbildung 5 und Kapitel 2.3, Abbildung 6) und entspricht dem absolut
gemessenen Leukozytenwert. Der absolut gemessene Leukozytenwert am
Tag der G-CSF-Gabe vor Untersuchung der G-CSF-Antwort wird als

Leukozytenausgangswert oder Baseline bezeichnet.

2.5 Datenerhebung

Zur Datenerhebung wurden die stationaren Akten und die Laborwerte der
Patienten verwendet. Als elektronisches Klinikinformationssystem diente das
Klinikinformationssystem ORBIS® der Firma Agfa HealthCare GmbH.

Fir die Auswertung relevante Patienten- und Behandlungscharakteristika
waren Geschlecht und Alter der Patienten, Subtyp, Durie-and-Salmon-
Stadium, ISS-Stadium und Zyto-/Molekulargenetik des Multiplen Myeloms,
Vortherapie durch Chemo- und Strahlentherapie sowie Myelom-relevante
Laborparameter wie Hamoglobin, Albumin, Creatinin, Serum-Calcium und

R2-Mikroglobulin bei Aufnahme.
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Die Mobilisierungschemotherapie ist eine nichtmyeloablative Chemotherapie,
die durch ihren myelosuppressiven Effekt in unterschiedlichem Ausmal} zur
Unterdrickung der Hamatopoese fuhrt. Haufig kommt es zu einer
Leukopenie mit Leukozytenwerten < 1.000/pl sowie zu einer wenige Tage
dauernde Phase kritischer Neutropenie (Neutrophile < 500/ul). Im Rahmen
der Myelosuppression kann es aber nicht nur zur Granulozytopenie, sondern
auch zur Entwicklung einer moderaten (< 50.000/ul) oder kritischen
Thrombozytopenie (< 20.000/pl) mit dem Risiko von Blutungen kommen. Zur
Beurteilung des Chemotherapie-bedingten Myelosuppression wurden daher
die Tage kritischer Leukopenie < 1.000/ul, kritischer Neutropenie < 500/pl,
moderater Thrombozytopenie < 50.000/pl, kritischer Thrombozytopenie
< 20.000/pl sowie die Anzahl der transfundierten Erythrozyten- und
Thrombozytenkonzentrate erhoben. Weiter wurden die Leukozytenwerte ab
dem Tag der Aufnahme bis Tag 14 der Mobilisierungschemotherapie erfasst.
FUr die Beurteilung der G-CSF-Antwort wurde die zeitlich korrekte
Untersuchung der G-CSF-Antwort Uberpruft. Als Parameter zur Beurteilung
der Stammzellmobilisierung wurden das Mobilisierungsregime, die Dauer
und Anzahl der G-CSF-Gaben, die Anzahl der Stammzellapheresen und das
CD34"-Sammelergebnis/kg KG erfasst.

Zur Beurteilung des neutropenen Infektionsrisikos nach der Mobilisierungs-
chemotherapie wurden das Auftreten von Fieber und die Tage mit Fieber
> 38,0 °C, die Tage febriler Neutropenie, das Auftreten neutropener
Infektionen und die Tage therapeutischer intravendser Antibiotika erhoben.
Hinsichtlich der dokumentierten Infektionen wurde zwischen neutropenen
Infektionen und Infektionen aufierhalb der Neutropenie unterschieden. Die
Klassifikation der Infektionen erfolgte analog zu den Arbeiten von Straka et
al. 2011 und 2014 in klinisch und mikrobiologisch dokumentierte Infektionen
sowie ,fever of unknown origin® (FUO) (From the Immunocompromised Host
Society, 1990). Zusatzlich wurde wie in den Arbeiten von Straka et al. 2011
und 2014 fur die Gesamtinfektionsrate ein zusammengesetzter Endpunkt
aus dokumentierten Infektionen und FUO gewahlt.

Zuletzt wurden die G-CSF-Antworten von Mobilisierung, 1. und 2. Hochdosis
erfasst und miteinander verglichen, um potentielle Veranderungen der G-

CSF-Antwort im Laufe der verschiedenen Therapien zu untersuchen.
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2.6 Statistik

Nach ausfuhrlicher Besprechung des Datensatzes und Festlegung der
entsprechenden Tests mit Herrn Dr. Axel Hinke von der Firma WiSP erfolgte
die statistische Auswertung durch die Firma WiSP (Wissenschaftlicher
Service Pharma GmbH), Karl-Benz-Str. 1, in 40764 Langenfeld mittels der
Statistikprogramme s-plus und ncss. Nach Erstellung der Statistik wurden die
Ergebnisse mit Herrn Dr. Hinke diskutiert und weitere Fragestellungen
erortert und bearbeitet.

Um die pradiktive Aussagekraft der G-CSF-Antwort zu untersuchen, wurde
das Gesamtkollektiv entsprechend des Medians der G-CSF-Antwort in zwei
Gruppen (Hoch- und Niedrigrisiko) geteilt und statistisch miteinander
verglichen. Die deskriptive Statistik wurde anhand von Mittelwerten,
Standardabweichung, Medianen, Quartilen, Minima und Maxima prasentiert
und graphisch in Boxplotdiagrammen dargestellt. Die entsprechenden
Gruppenvergleiche erfolgten mittels Wilcoxon-Test (Wilcoxon test, exact
bzw. Wilcoxon signed test). Gruppenvergleiche von absoluten und relativen
Haufigkeiten untersuchter Parameter wurden mit dem Fisher’s exact test
untersucht. Relative Haufigkeiten wurden graphisch mittels Balken-
diagrammen dargestellt. Zum Vergleich des Gesamtlberlebens zwischen
den Risikogruppen wurde der Logrank test angewendet. Die graphische
Darstellung erfolgte mittels Kaplan-Meier. Prognostische Faktoren fur die
G-CSF-Antwort wurden mittels Fisher’s exact test und Wilcoxon test, exact
untersucht. Um einen Zusammenhang zwischen der G-CSF-Antwort der
Mobilisierung und der Hochdosistherapie zu untersuchen, wurden lineare
Regressions- und Korrelationsanalysen durchgefihrt. Die Korrelations-
analysen wurden aufgrund normalverteilter Werte mit dem Korrelations-
koeffizienten nach Pearson berechnet. Alle Tests wurden zweiseitig mit

einem Signifikanzniveau von p = 0,05 durchgefuhrt.
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Die Diagramme mit den Leukozytenverlaufen sowie die Kaplan-Meier-Kurven
wurden von der Firma WiSP erstellt. Die Boxplot-, Balkendiagramme und

Korrelationsanalysen wurden meinerseits Uber das Graphpadprism erstellt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Patientencharakteristika

Bei 45 Patienten mit behandlungsbedurftigem Multiplem Myelom wurde die
G-CSF-Antwort im Rahmen der Mobilisierungschemotherapie untersucht. In
Tabelle 3 sind die Patienten- und Behandlungscharakteristika des
untersuchten Kollektivs dargestellt. Das Alter des Patientenkollektivs lag im
Median bei 63 Jahren (Bereich 31-75). 56 % der Patienten waren mannlich,
44 % der Patienten weiblich. Den haufigsten Subtyp stellten die 1gG-
Myelome, gefolgt von den IgA- und Leichtkettenmyelomen, 2 % der Myelome
waren asekretorisch. Ein Stadium Il oder Il nach Durie und Salmon lag bei
91 % der Patienten, ein Stadium Il oder Ill nach ISS bei einem Drittel der
Patienten vor. Zytogenetische Untersuchungen waren bei zwei Drittel der
Patienten durchgefuhrt worden. In knapp der Halfte (48 %) der untersuchten
Patienten konnten chromosomale Aberrationen nachgewiesen werden. 98 %
der Patienten waren chemotherapeutisch vor der Mobilisierung vortherapiert
mit im Median 3 Chemotherapiezyklen (Bereich 0-14). Mehr als die Halfte
(56 %) des untersuchten Patientenkollektivs war bereits mit neuen
Substanzen vorbehandelt worden. Eine Radiatio war bei 13 % der Patienten

durchgefuhrt worden.

Tabelle 3: Patienten- und Behandlungscharakteristika.

Charakteristika

Patienten, n 45
Geschlecht, n (%)

m/w 25 (56 %)/ 20 (44 %)
Alter, Jahre

Median (Bereich) 63 (31-75)
Subtyp

IgG 29 (64 %)

IgA 11 (24 %)

K/ 4 (9 %)

asekretorisch 1(2 %)

26



3. ERGEBNISSE

Stadium nach Durie und Salmon
I
Il
11
A/B
1SS
I
Il
11
Hamoglobin, g/dl
Median (Bereich)
Albumin, g/l
Median (Bereich)
Creatinin, mg/dl|
Median (Bereich)
Serum-Calcium, mval/l
Median (Bereich)
R,-Mikroglobulin, mg/I
Median (Bereich)
Zytogenetik, n
durchgefuhrt
fehlend
Aberration
t(4;14)
t(14;16)
t(11;14)
13g14-Deletion
TP53-Deletion
Vorangegangene Chemotherapie, n (%)
ja/nein
Vorangegangene Induktionszyklen, n
Median (Bereich)
Zyklen Alkylanzien, n
Median (Bereich)
Neue Substanzen*), n (%)
ja/nein
Vorangegangene Radiatio, n (%)

ja/nein

4(9 %)
5 (11 %)
36 (80 %)
39 (87 %) /6 (13 %)
30 (67 %)
9 (20 %)
6 (13 %)

12 (8,8-15,2)
38,9 (19,3-48,9)
1,0 (0,6-2,4)
4,7 (3,6-5,8)

2,4 (1,2-11,4)
31 (69 %)
14 (31 %)
25 (81 %)

3 (10 %)
0 (0 %)

3 (10 %)

13 (42 %)

5 (16 %)
44 (98 %) /1 (2 %)
3 (0-14)

2 (0-7)

25 (56 %)/ 20 (44 %)

6 (13 %) / 39 (87 %)
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Hochdosisregime 1./2. HDT, n 45/ 35
MEL140 33 (73 %) 127 (77 %)
MEL200 12 (27 %) /1 8 (23 %)

7 Thalidomid/Bortezomib/Lenalidomid

3.2 Mobilisierung

3.2.1 Mobilisierungstherapie und Stammzellausbeute

Die Stammzellmobilisierung erfolgte bei allen Patienten durch eine
Kombination aus Mobilisierungschemotherapie und Leukozytenstimulation
mit G-CSF ab Tag 5 subkutan 1 x taglich abends. 71 % der Patienten
erhielten eine Mobilisierung mit CE (Cyclophosphamid 1.250 mg/m? Tag 1-2,
Etoposid 100 mg/m? Tag 1-3), 18 % mit IEV (lfosfamid 2.500 mg/m?
Tag 1-3, Epirubicin 100 mg/m? Tag 1, Etoposid 150 mg/m? Tag 1-3) und
11 % mit Cyclophosphamid mono (Cyclophosphamid 1.500 mg/m? Tag 1-2).
Als G-CSF wurde 4 % der Patienten Filgrastim 5 pug/kg KG und 96 % der
Patienten Lenograstim 150 ug/m? KO verabreicht. Die Mehrheit der
Patienten (68 %) bendtigte lediglich eine Stammzellapherese, um das
Sammlungsziel von 4,0 x 10° CD34"-Zellen/kg KG zu erreichen, 30 % der
Patienten bendtigten zwei Apheresen und 2 % drei Apheresen (Tabelle 4).
Ein Patient wurde aufgrund eines unzureichenden CD34'-Anstiegs im
peripheren Blut nicht zur Stammzellapherese zugelassen. Dieser wurde im
Verlauf ein zweites Mal mit dem CE-Regime plus G-CSF mobilisiert, wodurch
eine  ausreichende  Stammzellzahl fur die  Durchfuhrung einer
Hochdosischemotherapie gesammelt werden konnte. Im Gesamtkollektiv
wurden im Median 10,4 x 10° CD34"-Zellen/kg KG (Bereich 2,2-47,7 x 10°)

gesammelt (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Stammzellmobilisierung und -ausbeute.

Mobilisierung Gesamt (n = 44)*)
Mobilisierungsregime
IEV 8 (18 %)
CE 32 (71 %)
Cc 5(11 %)
Anzahl der Stammzellapheresen, n
1 30 (68 %)
2 13 (30 %)
3 1(2 %)
CD34"-positive Zellen, x 10°/kg KG
Mittelwert £ SD 14,3+ 10,1
Median 10,4
Quartile 7,7-17,1
Bereich 2,2-47,7

IEV = Ifosfamid, Epirubicin, Etoposid; CE = Cyclophosphamid, Etoposid; C = Cyclophosphamid.
*) Ein Patient wurde aufgrund eines unzureichenden CD34"-Anstiegs im peripheren Blut nicht fiir die
Stammzellapherese zugelassen.

3.2.2 G-CSF-Antwort und Risikogruppenbildung

Die G-CSF-Antwort wurde im Anschluss an die Mobilisierungschemotherapie
mit der ersten abendlichen Gabe von G-CSF subkutan an Tag 5 untersucht
(s. Kapitel 2.2 und 2.4). Der Baseline-Wert (Leukozytenausgangswert an
Tag 5 vor G-CSF-Gabe) lag im Median bei 3.830 Leukozyten/ul (Bereich
1.090-12.100). Die G-CSF-Antwort (Leukozytenanstieg 12—-14 h nach Gabe
von G-CSF) wurde an Tag 6 im Rahmen der routinemafRigen morgendlichen
Blutbildkontrolle gemessen. Die G-CSF-Antwort entsprach der gemessenen
absoluten Leukozytenzahl und lag im Median bei 10.600 Leukozyten/ul
(Bereich 2.000-38.440) (Tabelle 5).

Tabelle 5: G-CSF-Antwort.

Leukozyten/ul Baseline G-CSF-Antwort
(Tag 5) (Tag 6)
Mittelwert £ SD 4.105,1 £ 2.150,5 12.542,4 + 6.851,7
Median 3.830 10.600
Quartile 2.780-4.930 7.550-15.240
Bereich 1.090-12.100 2.000-38.440
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Zur Beurteilung der pradiktiven Aussagekraft der G-CSF-Antwort in der
Mobilisierungstherapie wurde das Patientenkollektiv anschlielend anhand
des Medians der G-CSF-Antwort (10.600 Leukozyten/pl) in zwei
Risikogruppen geteilt, die statistisch miteinander verglichen wurden. Im
Folgenden wurde die Gruppe mit G-CSF-Antwort < 10.600 Leukozyten/pl
immer als ,Hochrisiko“-Gruppe (geringere Leukozytenmobilisierung nach
G-CSF) und die Gruppe mit G-CSF-Antwort = 10.600 Leukozyten/pl immer

als ,Niedrigrisiko“-Gruppe (starkere Leukozytenmobilisierung) bezeichnet.

3.2.3 Leukozytenverlauf nach Chemotherapie

Abbildung 7 A und Tabelle6 zeigen den Leukozytenverlauf des
Gesamtkollektivs von Tag 5 bis Tag 15 ab Beginn der Mobilisierungstherapie
(= Tag 1). Tag 5 zeigt die Leukozytenausgangswerte (Baselines) vor
Untersuchung der G-CSF-Antwort. Tag 6 zeigt den durch einmalige Gabe
von G-CSF induzierten Leukozytenpeak (G-CSF-Antwort) gefolgt von
fallenden Leukozytenwerten ab Tag 7 aufgrund chemotherapieinduzierter
Myelosuppression. Im Anschluss zeigt sich ein circa 3-tagiger Nadir kritischer
Leukopenie und Neutropenie mit anschlieBender Regeneration der
Granulopoese und UberschieRendem Leukozytenanstieg ab Tag 12.

In Abbildung 7 B und Tabelle 7 ist der Leukozytenverlauf der Hochrisiko-
Gruppe, in Abbildung7 C und Tabelle 8 der Leukozytenverlauf der
Niedrigrisiko-Gruppe jeweils von Tag 5 bis Tag 15 ab Mobilisierungsbeginn
dargestellt. Betrachtet man die Leukozytenausgangswerte (Baselines), so
zeigten sich in der Niedrigrisiko-Gruppe hochsignifikant hdhere
Ausgangswerte als in der Hochrisiko-Gruppe (p = 0,0062, Wilcoxon exact,
test). In der Niedrigrisiko-Gruppe lag der Ausgangswert im Median bei
4.100 Leukozyten/ul (Bereich 1.700-12.100), in der Hochrisiko-Gruppe bei
3.250 Leukozyten/ul (Bereich 1.090-5.500). Insgesamt zeigte sich in der
Niedrigrisiko-Gruppe eine deutlich grollere  Schwankungsbreite im
Leukozytenverlauf verglichen zur Hochrisiko-Gruppe. Weiter bestand in der
Niedrigrisiko-Gruppe sowohl eine spater einsetzende (im Median Tag 9
versus Tag 8) als auch insgesamt kurzere Phase kritischer Neutropenie
(s. Kapitel 3.3.1).
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Abbildung 7: Leukozytenverlauf des Gesamtkollektivs (A), der Hoch- (B) und
Niedrigrisiko-Gruppe (C) von Tag 5-15 ab Mobilisierung (Tag 5: Baseline, Tag 6:
G-CSF-Antwort).
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Tabelle 6: Leukozyten (1031pl) von Tag 5-15 ab Mobilisierung.

Tag| 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Leukozyten*)
n 40 43 43 44 45 45 45 44 45 44 41
Minimum 1,1 0,4 0,2 0 0 0 0 0 0,1 0,1 0,2
1. Quartil 28 91 35 06 02 02 02 03 12 37 59
Median 39 117 56 13 03 03 04 15 66 138 123
3. Quartil 5 151 7.8 22 08 07 1 3 10,2 20,6 20,9
Maximum 121 384 192 87 37 29 73 234 399 507 52
) in 10%l

) nicht mit Median der G-CSF-Antwort Ubereinstimmend, da bei 5 Patienten der G-CSF-Test nicht an

Tag 5 durchgefiihrt wurde

Tabelle 7: Leukozyten (1031pl) der Hochrisiko-Gruppe von Tag 5-15 ab Mobilisierung.

Tag 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Leukozyten*)
n 18 20 20 21 22 22 22 21 22 21 21
Minimum 1,1 0,4 0,2 0 0 0 0 0 0,1 0,1 0,2
1. Quartil 2 5 14 0,2 01 0,1 0,1 0,2 0,2 0,8 2,2
Median 3,4 8,2 35 06 02 02 03 0,8 2,1 4,4 9,9
3. Quartil 4,2 9,4 48 13 04 04 07 2,2 7.8 18,1 17,2
Maximum 54 104 74 29 1,7 17 24 10,6 29,4 50,7 52
7 in 10%l
Tabelle 8: Leukozyten (1031|.|I) der Niedrigrisiko-Gruppe von Tag 5-15 ab
Mobilisierung.
Tag 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15
Leukozyten*)
n 22 23 23 23 23 23 23 23 23 23 20
Minimum 1,7 10,6 3,5 09 01 01 0,1 0,3 0,6 2 41
1. Quartil 3,4 13 5,8 1,3 03 03 04 0,6 2,8 8,2 8
Median 4 14,9 7,4 15 06 05 08 2,2 8,2 17,4 13,8
3. Quartil 6,3 19,2 10,5 2.8 1,1 0,8 1,1 3,4 14,4 22,6 21
Maximum 12,1 38,4 19,2 87 37 29 73 234 399 482 26,3
7 in 10%ul

3.3 Pradiktive Aussagekraft der G-CSF-Antwort

3.3.1 Myelosuppression

Eine Phase kritischer Leukopenie (< 1.000/ul) entwickelte sich bei 86 % der

Patienten nach der Mobilisierungschemotherapie. Im Gesamtkollektiv betrug
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die Dauer kritischer Leukopenie im Median 3 Tage (Bereich 0-11). In der
Hochrisiko-Gruppe kam es im Median zu 4,5 Tagen (Bereich 0-11), in der
Niedrigrisiko-Gruppe zu 3 Tagen kritischer Leukopenie (Bereich 0-5). Dieser
Unterschied war statistisch signifikant (p = 0,013) (Abbildung 8, Tabelle 9).

: ——

Hochrisiko Niedrigrisiko

Leukopenie < 1.000/ul (Tage)

Abbildung 8: Dauer kritischer Leukopenie < 1.000/ul in Tagen in Abhangigkeit
von der G-CSF-Antwort (Hoch-/Niedrigrisiko).

Eine Phase kritischer Neutropenie (< 500/ul) trat bei 96 % der Patienten
nach der Mobilisierung auf. Die Dauer kritischer Neutropenie lag im Median
bei 4 Tagen (Bereich 2-10). In der Hochrisiko-Gruppe zeigte sich mit im
Median 4,5 Tagen (Bereich 2—-10) eine signifikant Iangere Dauer kritischer
Neutropenie als in der Niedrigrisiko-Gruppe mit im Median 3 Tagen
(Bereich 0-5) (p = 0,0086) (Abbildung 9, Tabelle 9). Die Regeneration der
Granulopoese (Neutrophile > 500/pl) erfolgte in der Hochrisiko-Gruppe im
Median an Tag 13 (Bereich 11-18) und damit einen Tag spater als in der
Niedrigrisiko-Gruppe mit Tag 12 (Bereich 10-14) (Tabelle 9).

, —
2_- N

0 T
Hochrisiko Niedrigrisiko

Neutropenie < 500/ul (Tage)
oo
1

Abbildung 9: Dauer kritischer Neutropenie < 500/ul in Tagen in Abhangigkeit
von der G-CSF-Antwort (Hoch-/Niedrigrisiko).
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Moderat erniedrigte Thrombozytenwerte < 50.000/ul waren in der Hochrisiko-
Gruppe mit im Median 3,5 Tagen (Bereich 0-16) signifikant haufiger zu
finden als in der Niedrigrisiko-Gruppe mit im Median 0 Tagen (Bereich 0-5)
(p = 0,0042) (Abbildung 10 A, Tabelle 9). Kritisch erniedrigte Thrombozyten-
werte < 20.000/ul hingegen waren nur in der Hochrisiko-Gruppe (27 %) mit
im Median 0 Tagen (Bereich 0—8) nachweisbar (Abbildung 10 B, Tabelle 9).
Statistisch war auch dieser Unterschied signifikant (p = 0,0092).

A
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Hochrisiko Niedrigrisiko

Abbildung 10: Moderate Thrombozytopenie < 50.000/ul (A) und kritische
Thrombozytopenie < 20.000/ul (B) in Tagen in Abhangigkeit von der G-CSF-
Antwort (Hoch-/Niedrigrisiko).
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Tabelle 9: (< 1.000/pl), (< 500/pl),
moderate (< 50.000/pl) und kritische Thrombopenie (< 20.000/pl) in Abhangigkeit von

Kritische Leukopenie kritische Neutropenie

der G-CSF-Antwort (Hoch-/Niedrigrisiko).

Hochrisiko Niedrigrisiko Gesamt p
(n=22) (n=23) (n = 45)

Leukopenie < 1.000/ul, Tage 0,013"

Mittelwert + SD 4,9+32 27+16 37+27

Median 4.5 3 3

Quartile 3-7 2-4 2-5

Bereich 0-11 0-5 0-11

> 0 Tage (%) 19 (86 %) 19 (83 %) 38 (84 %)
Neutropenie < 500/ul, Tage 0,0086"

Mittelwert + SD 5+25 3+1,2 39+22

Median 4.5 3 4

Quartile 3-6,8 2,5-4 3-5

Bereich 2-10 0-5 0-10

> 0 Tage (%) 22 (100 %)  21(91%) 43 (96 %)
Thrombopenie < 50.000/ul, Tage 0,0042"

Mittelwert + SD 44+49 08+15 25+4

Median 3,5 0 0

Quartile 0-7 0-1 0-4

Bereich 0-16 0-5 0-16

> 0 Tage (%) 14 (64 %) 7(30%)  21(47 %)
Thrombopenie < 20.000/ul, Tage 0,0092"

Mittelwert + SD 09+2 0+0 04+1,5

Median 0 0 0

Quartile 0-0,8 0-0 0-0

Bereich 0-8 0-0 0-8

> 0 Tage (%) 6 (27 %) 0 (0 %) 6 (13 %)

Y Wilcoxon exact, test

3.3.2 Fieber und Infektionen

Nach der Chemotherapie entwickelten 16 Patienten (36 %) Fieber = 38,0 °C,
13 Patienten (29 %) entwickelten Fieber in der Phase kritischer Neutropenie
(febrile Neutropenie). In der Hochrisiko-Gruppe kam es haufiger zu Fieber
(41 % versus 30 %) und febriler Neutropenie (41 % versus 17 %) als in der
Niedrigrisiko-Gruppe (Tabelle 10). Fur die Dauer febriler Neutropenie war der

Unterschied statistisch signifikant (p = 0,05) (Abbildung 11 B, Tabelle 10).
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FUr die Anzahl der Tage mit Fieber war der numerisch vorhandene
Unterschied nicht signifikant (p = 0,30) (Abbildung 11 A, Tabelle 10).
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Abbildung 11: Fieber (A) und febrile Neutropenie (B) in Tagen in Abhangigkeit
von der G-CSF-Antwort (Hoch-/Niedrigrisiko).
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Tabelle 10: Fieber 2 38,0 °C und febrile Neutropenie in Tagen in Abhdngigkeit von der
G-CSF-Antwort (Hoch-/Niedrigrisiko).

Hochrisiko Niedrigrisiko Gesamt p
(n =22) (n=23) (n = 45)
Fieber, Tage 0,30"
Mittelwert £ SD 1,5+2,8 0,5+0,9 1£2,1
Median 0 0 0
Quartile 0-2 0-1 0-1
Bereich 0-12 0-3 0-12
Inzidenz, n (%) 9 (41 %) 7 (30 %) 16 (36 %)
Febrile Neutropenie, Tage 0,05"
Mittelwert £ SD 1,117 0,3+0,7 0,7+1,3
Median 0 0 0
Quartile 0-2 0-0 0-1
Bereich 0-6 0-3 0-6
Inzidenz, n (%) 9 (41 %) 4 (17 %) 13 (29 %)

Y Wilcoxon exact ,test

Insgesamt entwickelten 16 Patienten (36 %) mindestens eine infektiose
Episode wahrend der Phase chemotherapie-induzierter Neutropenie. Klinisch
dokumentierte Infektionen konnten bei 11 Patienten (24 %), mikrobiologisch
dokumentierte Infektionen bei 2 Patienten (4 %) und FUO bei 5 Patienten
(11 %) nachgewiesen werden. Hochrisiko-Patienten entwickelten mehr als
doppelt so haufig neutropene Infektionen als Niedrigrisiko-Patienten (50 %
versus 22 %) (p = 0,065). In der Hochrisiko-Gruppe zeigte sich sowohl eine
hdhere Inzidenz an klinisch/mikrobiologisch dokumentierten Infektionen
(32 % versus 17 %, p = 0,31) als auch an FUO (18 % versus 4 %, p = 0,19).
Statistisch waren diese Unterschiede jedoch aufgrund der begrenzten
Fallzahl nicht signifikant (Abbildung 12, Tabelle 11). Eine Aufschlisselung
der dokumentierten Infektionen im Gesamtkollektiv zeigte eine MRSA-
Bakteriamie (2 %), eine bakterielle Pneumonie DD Pilzpneumonie (2 %),
eine Bronchitis (2 %), eine Tonsillitis (2 %) sowie drei Weichteilinfektionen
(7 %). Vier Patienten entwickelten eine mit Fieber einhergehende
antibiotikabedurftige Mucositis (9 %), zwei davon begleitet von einer
Soormucositis, eine von einer Herpesstomatitis. Die dritte Patientin mit

Schleimhautmykose entwickelte eine vaginale Candidose. Die jeweilige
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Verteilung von Fieber und Infektionen auf die G-CSF-Subgruppen ist in
Tabelle 11 dargestellt.

50- E= Hochrisiko
] Niedrigrisiko
~ 404
S ]
S 304
4
) ]
lg ]
w207
B ]
10
0- . ;
Dokumentierte Gesamt-
Infektionen infektionsrate
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Abbildung 12: Klinisch (A) und mikrobiologisch (B) dokumentierte Infektionen,
FUO (C) und Gesamtinfektionsrate (A+B+C) in Abhéangigkeit von der G-CSF-
Antwort (Hoch-/Niedrigrisiko).

Tabelle 11: Fieber (n) und dokumentierte Infektionen (n) in Abhéngigkeit von der G-
CSF-Antwort (Hoch-/Niedrigrisiko).

Hochrisiko Niedrigrisiko  Gesamt p

(n =22) (n =23) (n = 45)

Dokumentierte Infektionen*, n (%)

Bakteriamie 1(5 %) 0 (0 %) 1(2 %)

Pneumonie 1(5 %) 0 (0 %) 1(2 %)

Bronchitis 1(5 %) 0 (0 %) 1(2 %)

Tonsillitis 1(5 %) 0 (0 %) 1(2 %)

Mucositis 2 (9 %) 2 (9 %) 4 (9 %)

Weichteilinfektionen 1(5 %) 2 (9 %) 3(7 %)

Pilzinfektionen 3 (14 %) 0 (0 %) 3(7 %)

Virale Infektion 1(5 %) 0 (0 %) 1(2 %)
Infektionen, n (%)

Klinisch, dokumentiert (A) 7 (32 %) 4 (17 %) 11 (24 %)

Mikrobiologisch, dokumentiert (B) 2 (9 %) 0 (0 %) 2 (4 %)

Dokumentiert (A+B)* 7 (32 %) 4(17%) 11(24%) 031"

FUO (C)*¥ 4 (18 %) 1(4 %) 5(11%) 0,19"

Gesamtinfektionsrate (A+B+C), n (%) 11(50%) 5(22%) 16(36 %) 0,065"

*) Klinisch und/oder mikrobiologisch
**) fever of unknown origin in der Neutropenie
Fisher’'s exact test
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3.3.3 Antibiotikatherapie

Insgesamt wurde bei 40 % der Patienten eine i.v.-Antibiotikatherapie

durchgefuhrt. In der Niedrigrisiko-Gruppe bendtigte circa ein Drittel (30 %)

der Patienten, in der Hochrisiko-Gruppe die Halfte (50 %) der Patienten eine

i.v.-Antibiotikatherapie. Hochrisiko-Patienten erhielten im Median 2 Tage
(Bereich 0-23), Niedrigrisiko-Patienten im Median 0 Tage (Bereich 0-11)
therapeutisch i.v.-Antibiotika (Abbildung 13, Tabelle 12). Dieser Unterschied

zwischen beiden Gruppen entspricht einem Trend, war aufgrund der Grolie

des Patientenkollektivs jedoch statistisch noch nicht signifikant (p = 0,070).

257

20
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10

Intravendse Antibiotika (Tage)

0- .

Hochrisiko

Niedrigrisiko

Abbildung 13: Dauer intravendser Antibiotikatherapie in Tagen in Abhangigkeit
von der G-CSF-Antwort (Hoch-/Niedrigrisiko).

Tabelle 12: Dauer intravendser Antibiotikatherapie in Tagen in Abhangigkeit von der

G-CSF-Antwort (Hoch-/Niedrigrisiko).

Hochrisiko Niedrigrisiko Gesamt p
(n =22) (n=23) (n = 45)

Dauer intravenodser 0,070"
Antibiotikatherapie, Tage

Mittelwert £ SD 5,1+6,3 1,9+3,2 3,452

Median 2 0 0

Quartile 0-9 0-3,5 0-7

Bereich 0-23 0-11 0-23
Intravenése Antibiotikatherapie, n (%) 11 (50 %) 7 (30 %) 18 (40 %)

Y Wilcoxon exact, test
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3.3.4 Transfusionen

Im Gesamtkollektiv wurden 40 % der Patienten Erythrozytenkonzentrate
verabreicht. In der Hochrisiko-Gruppe bendtigten knapp dreimal so viele
Patienten Erythrozytenkonzentrate verglichen zur Niedrigrisiko-Gruppe (59 %
versus 22 %). Niedrigrisiko-Patienten erhielten im Median 0 (Bereich 0-2),
Hochrisiko-Patienten im Median 2 Erythrozytenkonzentrate (Bereich 0-8).
Dieser Unterschied im Erythrozytenbedarf war statistisch signifikant
(p = 0,0074) (Abbildung 14, Tabelle 13).

10+

Erythrozytenkonzentrate (n)

0 T
Hochrisiko Niedrigrisiko

Abbildung 14: Anzahl der transfundierten Erythrozytenkonzentrate in
Abhangigkeit von der G-CSF-Antwort (Hoch-/Niedrigrisiko).

Thrombozytenkonzentrate erhielten insgesamt 27 % der Patienten. In beiden
Gruppen wurden im Median 0 Thrombozytenkonzentrate verabreicht. Die
maximale Anzahl transfundierter Thrombozytenkonzentrate lag in der
Niedrigrisiko-Gruppe bei 2, in der Hochrisiko-Gruppe bei 12 Thrombozyten-
konzentraten (Abbildung 15, Tabelle 13). Ein statistischer Unterschied im
Thrombozytenbedarf konnte nicht gezeigt werden (p = 0,32).
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Abbildung 15: Anzahl der transfundierten Thrombozytenkonzentrate in

Abhangigkeit von der G-CSF-Antwort (Hoch-/Niedrigrisiko).

Tabelle 13: Anzahl der transfundierten Erythrozyten- und Thrombozyten-

konzentrate (n) in Abhangigkeit von der G-CSF-Antwort (Hoch-/Niedrigrisiko).

Transfusionen Hochrisiko  Niedrigrisiko Gesamt p
(n =22) (n =23) (n = 45)

Erythrozytenkonzentrate, n 0,0074"

Mittelwert £ SD 1,9+2,3 0,4+0,8 1,2+1,8

Median 2 0 0

Quartile 0-2 0-0 0-2

Bereich 0-8 0-2 0-8

>0 (%) 13 (59 %) 5(22 %) 18 (40 %)
Thrombozytenkonzentrate, n 0,321)

Mittelwert £ SD 1,56+3,2 0,3+0,6 09+23

Median 0 0 0

Quartile 0-1 0-0 0-1

Bereich 0-12 0-2 0-12

>0 (%) 7 (32 %) 5(22 %) 12 (27 %)

Y Wilcoxon exact, test

3.3.5 Dauer und Anzahl der G-CSF-Gaben

Die Hochrisiko-Gruppe erhielt mit im Median 11 Tagen (Bereich 8-19)
signifikant langer G-CSF als die Niedrigrisiko-Gruppe mit im Median 9 Tagen
8-15) (p=0,0069) (Abbildung 16, Tabelle 14). Da bei
unzureichender Stammzellmobilisierung mit CD34"-Zellen < 10/ul im

peripheren Blut oder Nichterreichen des gewlnschten Sammelergebnisses

(Bereich
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G-CSF langer und auch teilweise zweimal pro Tag zur Stammzell-
mobilisierung gegeben wurde, wurde nicht nur die Dauer der G-CSF-Gaben,
sondern auch die Anzahl der G-CSF-Applikationen untersucht. Ein
statistischer Unterschied konnte auch hinsichtlich der Anzahl der G-CSF-
Applikationen gezeigt werden. So bendtigte die Hochrisiko-Gruppe mit im
Median 11 Gaben (Bereich 9-26) signifikant mehr G-CSF als die
Niedrigrisiko-Gruppe mit im Median 9 Gaben (Bereich 8-18) (p = 0,0052)
(Tabelle 14).

N
v

N
<

{

G-CSF-Gabe (Tage)
G
|
|

—
<

L ——

Hochrisiko Niedrigrisiko

Abbildung 16: G-CSF-Gabe in Tagen in Abhangigkeit von der G-CSF-Antwort
(Hoch-/Niedrigrisiko).

3.3.6 Stammzellgewinnung

Im Gesamtkollektiv konnten im Median 10,4 x 10° CD34"-Zellen/kg KG
(Bereich 2,2-47,7 x 10°) gesammelt werden. Das CD34*-Sammelergebnis
lag in der Hochrisiko-Gruppe bei im Median 10,8 x 10° CD34*-Zellen/kg KG
(Bereich 2,2-47,7 x 10°%), in der Niedrigrisiko-Gruppe bei im Median
10,0 x 10° CD34*-Zellen/kg KG (Bereich 5,8-27,5 x 10°). Zwar gab es in der
Niedrigrisiko-Gruppe einen Mobilisierungsversager (4 %), welcher aufgrund
nicht ausreichender Stammzellmobilisierung nicht zur Apherese zugelassen
wurde, in der Hochrisiko-Gruppe aber waren 3 Patienten mit unzureichender
Mobilisierung (14 %) mit einem Sammelergebnis von < 2,0 x 10° CD34"-
Zellen/kg KG pro geplante Hochdosis und damit nicht vollstandig erreichtem

Sammelziel. Ein signifikanter Unterschied im Sammelergebnis zwischen
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beiden Gruppen konnte allerdings nicht festgestellt werden (Abbildung 17,
Tabelle 14).

Im Median war in beiden Gruppen lediglich eine Stammzellapherese
notwendig. Der Apheresebeginn erfolgte in der Hochrisiko-Gruppe im Median
an Tag15 (Bereich 13-23) und 3 Tage nach Regeneration der
Granulopoese (Bereich 1-7). In der Niedrigrisiko-Gruppe hingegen war der
Apheresebeginn mit im Median Tag 14 (Bereich 12—16) einen Tag fruher als
in der Hochrisiko-Gruppe und bereits 2 Tage nach Erholung der

Granulopoese (Bereich 1-3) (Tabelle 14).

50+
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|
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CD34*-Sammelergebnis

104
| — —
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0 T T
Hochrisiko Niedrigrisiko

Abbildung 17: CD34"-Sammelergebnis (106/kg) in Abhédngigkeit von der G-CSF-
Antwort (Hoch-/Niedrigrisiko).

Tabelle 14: Mobilisierung und Stammzellausbeute in den Risikogruppen (Hoch-

INiedrigrisiko).

Hochrisiko Niedrigrisiko Gesamt p
(n = 22) (n=23) (n = 45)

G-CSF-Gabe, Tage 0,0069"

Median 11 9 10

Quartile 10-16,5 9-10 9-12

Bereich 8-19 8-15 8-19
G-CSF-Applikationen, n 0,0052"

Median 11 9 10

Quartile 10-17 9-10 9-12

Bereich 9-26 8-18 8-26
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CD34"*-Ausbeute, x 10°/kg KG n=22 n=22" n = 44*
Median 10,8 10 10,4
Quartile 7-26,8 7,9-15,8 7,7-17 1
Bereich 2,2-47,7 5,8-27,5 2,2-47,7
< 2,0/geplante HDT 3 (14 %) 1(4 %)

Anzahl der

Stammzellapheresen, n
0 0 (0 %) 1(4 %) 1(2 %)
1 13 (59 %) 17 (74 %) 30 (67 %)
2 8 (36 %) 5 (22 %) 13 (29 %)
3 15 %) 0 (0 %) 1(2 %)

Apheresebeginn, Tag ab n=22 n=22" n = 44*

Chemotherapiebeginn
Median 15 14 14
Quartile 14-19 14-14 14-16
Bereich 13-23 12-16 12-23

Apheresebeginn, Tag nach n =22 n=22" n = 44*

Regeneration Granulopoese
Median 3 2 2
Quartile 2-5 2-2 2-3
Bereich 1-7 1-3 1-7

Wilcoxon exact, test

Ein Patient wurde aufgrund eines unzureichenden CD34"-Anstiegs im peripheren Blut nicht fiir die
Stammzellapherese zugelassen.

Da bei 2 Patienten keine Phase kritischer Neutropenie < 500/ul auftrat, wurde ersatzweise der
erste Leukozytenanstieg nach dem Nadir verwendet.

3.3.7 Gesamtiiberleben

Das Gesamtuberleben des Patientenkollektivs lag im Median bei
90,6 Monaten (Abbildung 18 A). In der Niedrigrisiko-Gruppe war der Median
zum Beobachtungszeitpunkt noch nicht erreicht. In der Hochrisiko-Gruppe
lag das Gesamtuberlebens bei im Median 90,6 Monaten. Statistisch konnte
bis zum Ende des Beobachtungszeitraums kein Uberlebensunterschied
zwischen beiden Gruppen gezeigt werden (p=0,85, Logrank test)
(Abbildung 18 B).
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Abbildung 18: Gesamtiiberleben der Gesamtpopulation (A) und der
Risikogruppen (B) in Monaten.
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3.4 Prognostische Faktoren fiir die G-CSF-Antwort

3.4.1 Patientencharakteristika

In Tabelle 15 sind die Patienten- und Behandlungsmerkmale in Abhangigkeit
der Risikogruppen dargestellt. In beiden Risikogruppen konnte hinsichtlich
Alter, Geschlecht und Subtyp des Multiplen Myeloms kein signifikanter
Unterschied gezeigt werden. Es befanden sich in der Hochrisiko-Gruppe
mehr Patienten (100 %) in einem fortgeschrittenen Stadium (lI/IIl) nach Durie
und Salmon im Vergleich zur Niedrigrisiko-Gruppe (83 %). Ein signifikanter
Unterschied zeigte sich im I1SS-Stadium mit mehr Patienten der Hochrisiko-
Gruppe (50 %) in einem Stadium Il/lll verglichen zur Niedrigrisiko-Gruppe
(17 %, p = 0,019). Hinsichtlich der Laborparameter Hamoglobin (p = 0,0004),
Albumin (p =0,0054) und R,-Mikroglobulin (p = 0,049) wurden signifikant
ungunstigere Werte in der Hochrisiko-Gruppe gefunden. Bezlglich des
Umfangs der Vortherapie und dem Vorhandensein zytogenetischer
Veranderungen bestand kein signifikanter Unterschied zwischen beiden

Gruppen.

Tabelle 15: Patienten- und Behandlungsmerkmale in Abhéangigkeit von der G-CSF-
Antwort (Hoch-/Niedrigrisiko).

Charakteristika Hochrisiko Niedrigrisiko Gesamt p
Patienten, n 22 23 45
Geschlecht, n (%) 0,55"
m 11 (50 %) 14 (61 %) 25 (56 %)
w 11 (50 %) 9 (39 %) 20 (44 %)
Alter, Jahre 0,627
Median 64 63 63
Bereich 44-75 31-75 31-75
Subtyp 0,42V
IgG 17 (77 %) 12 (52 %) 29 (64 %)
IgA 4 (18 %) 7 (30 %) 11 (24 %)
K/A 1(5 %) 3 (13 %) 4 (9 %)
asekretorisch - 1(4 %) 1(2 %)
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ISS 0,019"
I 11 (50 %) 19 (83 %) 30 (67 %)
Il 8 (36 %) 1(4 %) 9 (20 %)
I 3 (14 %) 3(13 %) 6 (13 %)
Hiamoglobin, g/dI 0,0004?
Median 11 12,7 12
Bereich 8,8-14,2 10,4-15,2 8,8-15,2
Albumin, g/l 0,00542
Median 36,8 40,9 38,9
Bereich 26,2-46,4 19,3-48,9 19,3-48,9
Creatinin, mg/dl 0,782)
Median 1,1 1 1
Bereich 0,6-2 0,7-2,4 0,6-2,4
R,-Mikroglobulin, mg/l 0,049?
Median 2,6 2,1 2,4
Bereich 1,5-7,9 1,2-11,4 1,2-11,4
Zytogenetik, n (%) 0,39"
durchgefiihrt 15 (68 %) 16 (70 %) 31 (69 %)
Aberration 11 (73 %) 14 (88 %) 25 (81 %)
Vorangegangene
Induktionszyklen, n 0,822)
Median 3 3 3
Bereich 0-14 0-7 0-14
Zyklen Alkylanzien, n 0,302
Median 2,5 1 2
Bereich 0-6 0-7 0-7
Neue Substanzen, 0,24"
n (%)
ja 10 (45 %) 15 (65 %) 25 (56 %)
nein 12 (55 %) 8 (35 %) 20 (44 %)
Vorangegangene
Radiatio, n (%) 0,41"
ja 4 (18 %) 2(9 %) 6 (13 %)
nein 18 (82 %) 21 (91 %) 39 (87 %)
Leukozyten- 0,0062?
ausgangswert, /ul
Median 3.400 4.000 3.830
Bereich 1.100-5.400 1.700-12.100  1.090-12.100

V' Fisher’s exact test

Wilcoxon exact, test
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3.4.2 Mobilisierung

In Tabelle 16 sind die Mobilisierungsregime auf die Risikogruppen verteilt. In
beiden Gruppen wurde die Mehrheit der Patienten mit dem CE-Regime
mobilisiert, gefolgt von dem IEV-Regime und Cyclophosphamid mono.
Statistisch konnte bezlglich der Verteilung der Mobilisierungsregime auf die

Risikogruppen kein signifikanter Unterschied gezeigt werden (p = 0,57).

Tabelle 16: Verteilung der Mobilisierungsregime auf die Risikogruppen (Hoch-

INiedrigrisiko).

Regime Hochrisiko Niedrigrisiko Gesamt ¢]
(n=22) (n =23) (n = 45)

(o3 3 (60 %) 2 (40 %) 5 (100 %) 0,57V

CE 14 (44 %) 18 (56 %) 32 (100 %)

IEV 5 (63 %) 3 (37 %) 8 (100 %)

V' Fisher's exact test

3.5 Korrelation der G-CSF-Antworten von Mobilisierung mit

Hochdosistherapie

Im Folgenden wurden die G-CSF-Antworten der Mobilisierung, 1. und
2. Hochdosis miteinander verglichen. Es zeigten sich signifikant
unterschiedliche G-CSF-Antworten  zwischen Mobilisierung und
1. Hochdosistherapie (p = 0,0001). Die G-CSF-Antwort der 1. Hochdosis lag
mit im Median 24.210 Leukozyten/ul (Bereich 6.390-55.400) etwa doppelt so
hoch verglichen zur Mobilisierung mit im Median 10.600 Leukozyten/pl
(Bereich 2.000-38.440). Nach der 2. Hochdosis hingegen reduzierten sich
die G-CSF-Antworten zwar wieder mit im Median 15.720 Leukozyten/ul
(Bereich 4.890-36.230), lagen aber noch Uber den Werten der Mobilisierung
(Abbildung 19, Tabelle 17).
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Abbildung 19: G-CSF-Antwort (Leukozyten/ul) von Mobilisierung (MOB), 1. und
2. Hochdosis (HDT).

Tabelle 17: G-CSF Antwort (Leukozyten/ul) von Mobilisierung (MOB), 1. und 2.
Hochdosistherapie (HDT).

G-CSF-Antwort, MOB 1. HDT 2. HDT p’
Leukozyten/pl (n = 45) (n = 45) (n = 35)

Median 10.600 24.210 15.720 0,0001"
Quartile 7.530-16.065 15.885-29.220  12.650-21.810

Bereich 2.000-38.440 6.390-55.400 4.890-36.230

p-Wert bezieht sich lediglich auf den Vergleich von Mobilisierung und 1. Hochdosischemotherapie,
da aufgrund der geringeren Anzahl an Patienten bei der 2. Hochdosischemotherapie kein
adaquater statistischer Vergleich zwischen den drei Therapien mdglich war.

Wilcoxon signed test

Abbildung 20 zeigt die jeweiligen G-CSF-Antworten nach beiden Hochdosis-
therapien bezogen auf den G-CSF-Wert bei Mobilisierung. Es zeigte sich
eine hochsignifikante Korrelation zwischen der G-CSF-Antwort nach
Mobilisierung und der G-CSF-Antwort nach 1. Hochdosistherapie
(p =0,0001, r=0,564). Zwischen Mobilisierung und 2. Hochdosistherapie
konnte ebenfalls eine signifikante Korrelation gezeigt werden (p = 0,0363,
r =0,355).
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Abbildung 20: Korrelation der G-CSF-Antworten von Mobilisierungs- und

1. bzw. 2. Hochdosischemotherapie.
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4. DISKUSSION

Neutrophile Granulozyten sind ein wichtiger Bestandteil des angeborenen
Immunsystems und der ersten Antwort des Wirts auf eingedrungene
bakterielle und mykotische Pathogene (Day and Link, 2012). Die
Neutropenie andererseits ist eine haufige Komplikation nach Chemotherapie
und geht mit einem erhohten Infektionsrisiko einher. Wie bereits vor
Jahrzehnten gezeigt werden konnte, korreliert das Infektionsrisiko nach
Chemotherapie mit der Dauer und Tiefe der Neutropenie (Bodey et al.,
1966). Der individuelle Neutrophilenverlauf nach Chemotherapie ist jedoch
nicht vorhersehbar. Allerdings koénnten Pradiktoren fur das Auftreten
starkerer  Neutropenien und  neutropener  Komplikationen  nach
Chemotherapie von grof’er Bedeutung zur Einschatzung des individuellen
Risikos und der notwendigen Supportivtherapie sein.

Der Wachstumsfaktor G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) ist
hauptregulatorisches Zytokin der Granulopoese (Lieschke et al., 1994, Liu et
al., 1996, Summers et al., 2010, Panopoulos and Watowich, 2008). Wie
anhand erhohter G-CSF-Spiegel im Serum bei Neutropenie und Infektionen
gezeigt werden konnte, ist G-CSF das Schllsselzytokin in der Abwehr von
Infektionen (Watari et al., 1989, Kawakami et al., 1990). So stimuliert G-CSF
die Proliferation granulozytarer Vorlauferzellen im Knochenmark, die dort
akkumulieren und reifen. Innerhalb von 30 min fuhrt G-CSF aber auch zur
Freisetzung reifer, gespeicherter Neutrophiler aus dem Knochenmark mit
einem Leukozytenpeak nach 12 h (Bronchud et al., 1988, Lord et al., 1989,
Cohen et al., 1987, Ulich et al., 1988). Dieser Leukozytenpeak spiegelt die
mobilisierbare myeloische Knochenmarkreserve in ,Notfallsituationen® wie
Neutropenie oder Infektionen wider. Straka et al. untersuchten 2004
erstmalig den pradiktiven Wert dieses Leukozytenpeaks nach einmaliger
Gabe von rekombinantem G-CSF. Zielkriterium war das Infektionsrisiko in
der Phase der Myelosuppression nach Hochdosischemotherapie und
autologer Stammzelltransplantation. Die Hohe des Leukozytenpeaks als
Ergebnis dieses G-CSF-,Tests“ zeigte eine inverse Korrelation mit dem
Auftreten neutropener Infektionen nach Hochdosischemotherapie (Straka et
al., 2004, Straka et al., 2011, Straka et al., 2014). Niedrige G-CSF-Antworten
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korrelieren somit mit einem erhdhten Infektionsrisiko in der Phase der
Neutropenie und deuten auf eine eingeschrankte Knochenmarks-reserve hin.
Da die G-CSF-Antwort bereits vor Neutropenieeintritt getestet wird, erfullt sie
die Anforderung eines tatsachlichen und rechtzeitigen Pradiktors zur
Beurteilung des Infektionsrisikos (Straka et al., 2004, Straka et al., 2011). Die
G-CSF-Antwort wurde bisher nur im Rahmen der Hochdosischemotherapie
untersucht. Ob die G-CSF-Antwort auch fur nichtmyeloablative
Chemotherapien nutzbar ware, ist bis dato noch unklar. In der vorliegenden
Arbeit wurde der Stellenwert der G-CSF-Antwort bei 45 Patienten mit
Mutiplem Myelom, die eine Mobilisierungschemotherapie kombiniert mit dem
Wachstumsfaktor G-CSF  mit dem  Ziel der erfolgreicheren
Stammzellmobilisierung und schnelleren Regeneration der Hamatopoese
erhielten, untersucht. Als Mobilsierungsregime wurden IEV (lfosfamid,
Epirubicin, Etoposid), CE (Cyclophosphamid, Etoposid)  oder
Cyclophosphamid mono verabreicht, als G-CSF Filgrastim oder Lenograstim
1 x taglich abends ab Tag 5 bis zum Erreichen des Sammlungsziels. Die
G-CSF-Antwort wurde mit dem Leukozytenpeak an Tag 6 bestimmt. In der
vorliegenden Arbeit wurden zwei Risikogruppen gebildet (,Hoch-“ versus
.Niedrigrisiko“ entsprechend </= dem Median der G-CSF-Antwort) und
statistisch miteinander verglichen.

In dieser Arbeit konnte nun auch fir eine starker myelosuppressive
nichtmyeloablative Chemotherapie gezeigt werden, dass die G-CSF-Antwort
invers mit der Dauer der Neutropenie und dem Auftreten febriler Neutropenie
korreliert. Das Risiko fur febrile Neutropenie war in der Hochrisiko-Gruppe
mehr als doppelt so hoch als in der Niedrigrisiko-Gruppe (41 % versus
17 %). Die G-CSF-Antwort nach Mobilisierungschemotherapie spiegelt die
endogene Knochenmarksreserve wider, da die Regeneration der
Granulopoese durch die ,ansassige“ Hamatopoese erfolgt und nicht wie in
den Arbeiten zur Hochdosischemotherapie durch das autologe
Stammzelltransplantat. Zwar konnte in den friheren Arbeiten gezeigt
werden, dass die G-CSF-Antwort auch nach Adjustierung der Stammzell-
dosis mit dem Neutrophilenengraftment korreliert (Straka et al., 2004),
dennoch erfolgt bei der Hochdosischemotherapie die Neutrophilen-

regeneration und die Regeneration der anderen Zellreihen durch das
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autologe Stammzelltransplantat und nicht wie hier durch Regeneration der
durch Chemotherapie supprimierten endogenen Hamatopoese.

Die Chemotherapie-induzierte Neutropenie ist Hauptrisikofaktor fir das
Auftreten von Infektionen und infektions-assoziierter Mortalitat (Bodey et al.,
1966) und ebenso sind die Chemotherapie-induzierte Neutropenie Grad 3/4
oder febrile Neutropenie haufig Ursache flir eine Dosisreduktion oder
Verzégerung der Chemotherapie. Letztere konnen sich jedoch negativ auf
den Behandlungserfolg auswirken. Das Infektionsrisiko und die Dauer
Chemotherapie-induzierter Neutropenie kann durch die prophylaktische
Gabe von G-CSF reduziert werden (Bronchud et al., 1987, Crawford et al.,
1991, Pettengell et al., 1992, Schmitz et al., 2004, Stahel et al., 1994).
Hierdurch kann bei richtigem Einsatz die Dosisintensitat der Chemotherapie
aufrecht erhalten werden. Der prophylaktische Gebrauch von G-CSF im
klinischen Alltag variiert jedoch sehr, weshalb Leitlinien fur den Einsatz von
G-CSF entwickelt wurden. Die derzeitigen Leitlinien empfehlen einen
prophylaktischen Einsatz von G-CSF in Abhangigkeit vom Chemotherapie-
bzw. Patienten-assoziiertem Risiko fur febrile Neutropenie wie eine frihere
Episode febriler Neutropenie, bei Chemotherapieregimen mit hohem febrilem
Neutropenierisiko (> 20 %) oder aber mit intermediarem Risiko (10-20 %)
und Vorliegen zusatzlicher Patienten-spezifischer Risikofaktoren, welche das
Gesamtrisiko fur febrile Neutropenie weiter erhdhen (Aapro et al., 2011). Wie
in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, korrelierte die G-CSF-Antwort invers
mit der Dauer der Neutropenie und auch mit dem Auftreten febriler
Neutropenie. Die G-CSF-Antwort als Ausdruck der Knochenmarkreserve
konnte somit als Entscheidungsgrundlage fiur die weitere Steuerung des
Einsatzes von G-CSF nach der singularen Gabe verwendet werden. Da die
G-CSF-Antwort  fur nichtmyeloablative Therapien bisher aber nur
exemplarisch anhand der Mobilisierungschemotherapie untersucht wurde, in
welcher G-CSF als fester Bestandteil zur Stammzellmobilisierung gegeben
wurde, sollte diese Fragestellung auch an nichtmyeloablativen
Chemotherapien ohne festen G-CSF-Support tUberpruft werden.

Von besonderer Bedeutung in dieser Arbeit ist, dass die G-CSF-Antwort
hochsignifikant invers mit der Dauer und Anzahl der G-CSF-Gaben korreliert.

Die Behandlung mit nichtpegyliertem G-CSF soll laut Fachinformation
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solange fortgesetzt werden, bis der Nadir durchschritten und stabile, im
Normbereich liegende Neutrophilenwerte erreicht sind, welche eine
Beendigung der G-CSF-Behandlung erlauben (CHUGAI PHARMA, 2009),
weshalb G-CSF nicht unmittelbar mit dem ersten Tag der Regeneration
abgesetzt wird. Auch bei der Mobilisierung wird G-CSF analog bis zum
Erreichen des geforderten Sammlungsziels und damit Ende der
Stammzellsammlung verabreicht. Da die Apherese im Gesamtkollektiv im
Median 2 Tage nach Regeneration erfolgte, das heilt zu einem Zeitpunkt, an
welchem bereits stabile Neutrophilenwerte erreicht sind und die G-CSF-
Gabe zur Leukozytenstimulation beendet werden konnte, ist die Dauer der
G-CSF-Gabe fur die Stammzellmobilisierung damit der Dauer der G-CSF-
Gabe fur eine anhaltende Regeneration gleichzusetzen. Die physiologische
Grundlage hierfir ist, dass die Neutrophilenfreisetzung aus dem
Knochenmark und die Stammzellmobilisierung aus der Stammzellnische
beide Uber einen durch G-CSF-induzierten Mechanismus mit nachfolgender
Unterbrechung der CXCR4/SDF-1-Achse (Levesque et al., 2003, Eash et al.,
2009) erfolgen, wodurch der parallele Anstieg von Neutrophilen und
Stammzellen im peripheren Blut erklart werden kann. Die G-CSF-Antwort
kann daher als Mal} fur die fur eine anhaltende Regeneration erforderliche
Menge an G-CSF-Gaben angesehen werden. Bei Chemotherapien ohne
festen G-CSF-Support konnte die G-CSF-Antwort bei Fehlen von Patienten-
spezifischen Risikofaktoren somit auch hinsichtlich der Frage der
Notwendigkeit des G-CSF-Supports dienen.

Fir die Stammzellmobilisierung ist ,normales® nichtpegyliertes G-CSF
zugelassen.  Zur  Leukozytenstimulation  nach  nichtmyeloablativer
Chemotherapie stehen normales oder pegyliertes G-CSF zur Verfugung
(Crawford et al., 2010, Smith et al., 2015). Vorteil des Depotpraparates ist die
einmalige Applikation im Rahmen eines Chemotherapiezyklus. Nachteil des
pegylierten G-CSF ist, dass ein Teil der Patienten aufgrund der hohen Dosis
des Depotpraparats Ubertherapiert ist und deshalb gelegentlich an
Nebenwirkungen leidet. Zudem ist die einmalige Anwendung von pegyliertem
G-CSF teurer als normales G-CSF Uber eine Dauer von <7 Tagen (KBV,
2009). Aufgrund der inversen Korrelation der G-CSF-Antwort mit der
Neutropeniedauer und der Dauer der G-CSF-Gabe, konnte die G-CSF-
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Antwort daher auch als Entscheidungshilfe bezlglich der Frage des
Einsatzes von pegyliertem oder nichtpegyliertem G-CSF dienen.

Obgleich  statistisch  keine  Assoziation mit der gesammelten
Stammzellmenge gezeigt werden konnte, waren in der Hochrisiko-Gruppe
auffallig mehr Mobilisierungsversager mit < 2,0 x 10° CD34'/kg KG pro
geplante Hochdosischemotherapie zu finden. Mithilfe der G-CSF-Antwort
und des nachfolgenden Leukozytenverlaufs konnten somit vorzeitig
schlechte Mobilisierer bzw. Mobilisierungsversager identifiziert werden, was
als Entscheidungsgrundlage fur eine forcierte Stimulation mit G-CSF 2 x
taglich bzw. zusatzliche supportive Mallnahmen wie die Gabe von CXCR4-
Antagonisten (Plerixafor®), welche bereits erfolgreich bei Mobilisierungs-
versagern zum Einsatz kommen (Duarte et al., 2011, Calandra et al., 2008),
dienen konnte.

Wie hier gezeigt werden konnte, entwickeln Hochrisiko-Patienten mit
niedriger G-CSF-Antwort  haufiger neutropene Infektionen  nach
myelosuppressiver Chemotherapie als Niedrigrisiko-Patienten mit hoher
G-CSF-Antwort (50 % versus 22 %). Dieser deutliche Unterschied in der
Gesamtinfektionsrate war statistisch knapp nicht signifikant, was auf die
begrenzte Fallzahl zurlckzufuhren ist. Als Gesamtinfektionsrate wurde
analog den Arbeiten von Straka et al. 2011 und 2014 ein
zusammengesetzter Endpunkt aus dokumentierten Infektionen und FUO
gewahlt, da FUO trotz fehlenden Keimnachweises bei neutropenen Patienten
in der Regel auf eine Infektion zurtckzufuhren ist und die Diagnosen
,<dokumentierte Infektion“ und ,FUO" durch die Sensitivat mikrobiologischer
Untersuchungsmethoden beeinflusst werden und sich gegenseitig
ausschlielRen. In dieser Arbeit zeigten sich niedrigere Gesamtinfektionsraten
verglichen zu den Arbeiten zur Hochdosischemotherapie von Straka et al.
2011 (high risk 91 % versus intermediate risk 67 % versus low risk 54 %) und
2014 (high risk 86 % versus intermediate risk 62 % versus low risk 49 %),
was auf die nichtmyeloablative Dosierung der Chemotherapie und die
kirzere Phase der Neutropenie zuriuckgefuhrt werden kann. Aufgrund des
deutlichen, knapp nicht signifikanten Unterschieds in der
Gesamtinfektionsrate ist dennoch eine inverse Korrelation der G-CSF-

Antwort mit der Gesamtinfektionsrate naheliegend. Dieser Sachverhalt muss
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aber nochmals in prospektiven Studien an einem groReren Patientenkollektiv
Uberprift werden.

Dazu passend konnte auch ein starker Trend fur eine inverse Korrelation mit
der Dauer der Gabe intravendser Antibiotika gezeigt werden. Dieser starke
Trend betraf nicht nur die Dauer der Antibiotikatherapie, sondern auch die
Notwendigkeit einer intravendsen Antibiotikatherapie. Diese Unterschiede
zwischen beiden Risikogruppen sowohl hinsichtlich der Inzidenz als auch der
Dauer der Antibiotikatherapie in dieser Arbeit decken sich dabei mit den
Arbeiten Uber die Hochdosistherapie (Straka et al., 2011, Straka et al., 2014),
wobei nach Hochdosistherapie hohere Inzidenzen in den unterschiedlichen
Gruppen als auch eine langere Dauer der Antibiotikatherapie in allen
Gruppen zu verzeichnen war. Dies ist vermutlich auf die langere und tiefere
Neutropenie nach Hochdosistherapie zurtickzufuhren.

Die G-CSF-Antwort korrelierte invers mit den transfundierten Erythrozyten-
konzentraten sowie dem Auftreten moderater und kritischer Thrombozyto-
penie. Auch in den vorangegangenen Arbeiten zur Hochdosistherapie
wurden bereits Zusammenhange der G-CSF-Antwort mit der Thrombopoese
beschrieben, indem eine inverse Korrelation der G-CSF-Antwort zu den
transfundierten Thrombozytenkonzentraten (Straka et al., 2011) sowie eine
inverse Korrelation zum Thrombozytenengraftment gezeigt werden konnte
(Straka et al., 2004, Straka et al., 2014). In der Literatur wurden
synergistische Effekte von G-CSF und Erythropoetin auf die Erythropoese
beschrieben (Kasper et al., 2002, Hellstrom-Lindberg et al., 1998). Auch
stimulatorische Effekte von G-CSF auf die Thrombopoese sind zu finden
(Somlo et al., 1999, Yang et al., 1999). Von Kohler et al. wurde gezeigt, dass
G-CSF zu einer Hochregulation der Thrombopoietin-Level im Knochenmark
fuhrt (Kohler et al., 2011). Weiter zeigten Richards et al., dass G-CSF die
Proliferation megakaryozytar-erythroider Progenitorzellen stimuliert (Richards
et al.,, 2003). All diese Arbeiten beschreiben, obgleich G-CSF ,nur®
hauptregulatorisches Zytokin der Granulopoese (Lieschke et al., 1994,
Panopoulos and Watowich, 2008, Summers et al., 2010), nicht aber der
Erythro- bzw. Thrombopoese ist, Einflisse von G-CSF auch auf die anderen
beiden Zellreihen. Gemeinsam mit den Ergebnissen dieser Arbeit lasst sich

daher vermuten, obgleich Granulo-, Erythro- und Thrombopoese nicht
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gleichzeitig regenerieren, dass die G-CSF-Antwort nicht nur die myeloische
Knochenmarksreserve, sondern die Kapazitat aller Zellreihen des
Knochenmarks widerspiegelt — vorausgesetzt, dass alle drei Zellreihen
gleichermal3en durch die Chemotherapie supprimiert werden.

Als EinflussgroRen der G-CSF-Antwort korrelierten univariat das Stadium
nach ISS, Rz-Mikroglobulin, Albumin, Hamoglobin, wobei eine negative
Korrelation mit dem Stadium nach ISS und R,-Mikroglobulin und eine positive
Korrelation mit Albumin und Hamoglobin gezeigt werden konnte. ;-
Mikroglobulin spiegelt die Tumormasse beim Multiplen Myelom sowie die
Nierenfunktion der Patienten wider (Cassuto et al., 1978) und ist seit vielen
Jahren ein bekannter wichtiger Prognoseparameter fiur das Gesamt-
Uberleben von Myelom-Patienten bei Diagnosestellung (Bataille et al., 1986,
Durie et al., 1990). Erniedrigtes Serumalbumin ist ebenfalls als prognostisch
ungunstig zu betrachten (Bataille et al., 1986, Greipp et al., 2005, Kim et al.,
2010). Man vermutet, dass Albumin indirekt mit IL-6 korreliert — einem
wichtigem Wachstumsfaktor des Multiplen Myeloms, dessen Hohe mit der
Tumormasse und der Krankheitsschwere korreliert, — und letztlich die Effekte
von IL-6 auf die Leber widerspiegelt (Kim et al., 2010, Solary et al., 1992,
Bataille et al., 1989, Zhang et al., 1989). Das Stadium nach ISS wird aus den
Parametern R,-Mikroglobulin und Albumin gebildet und ist ein Prognose-
Score fur das Gesamtuberleben nach Erstdiagnose (Greipp et al., 2005).
Erniedrigtes Hamoglobin ist Zeichen einer fortgeschrittenen Plasma-
zellinfiltration im Knochenmark und einer der Parameter des Durie-and-
Salmon-Staging-Systems, welches ebenfalls die Tumorlast widerspiegelt
(Durie and Salmon, 1975). Folglich sind ein fortgeschrittenes Stadium nach
ISS, erhohte [3,-Mikroglobulin-, erniedrigte Albumin- und Hamoglobinwerte
alle Ausdruck fur eine hohe Tumormasse. Da letztere mit niedrigen G-CSF-
Antworten korrelierten, lasst sich eine inverse Korrelation der G-CSF-Antwort
mit der Tumormasse vermuten — vorausgesetzt, dass keine ausgiebige
Vortherapie durchgefihrt wurde und kein toxischer Knochenmarkschaden
vorliegt. Eine Erklarung dafur, dass die G-CSF-Antwort bei hoher
Tumormasse erniedrigt ist, ware die zunehmende Verdrangung der
gesunden Hamatopoese und damit auch myeloischen Knochenmarkreserve

durch den malignen Plasmazellklon. Eine weitere Frage, die sich durch
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Korrelation der G-CSF-Antwort mit oben genannten unguinstigen Parametern
stellt, ist, ob die G-CSF-Antwort auch eine prognostische Bedeutung fur das
Gesamtluberleben hat. Ein Unterschied im Gesamtuberleben konnte jedoch
bis zum Ende des Beobachtungszeitraums nicht gezeigt werden, wobei der
Median in der Niedrigrisiko-Gruppe noch nicht erreicht war.

Ein Vergleich der G-CSF-Antworten von Mobilisierung, 1. und
2. Hochdosistherapie in der vorliegenden Arbeit zeigte hohere G-CSF-
Antworten in den Hochdosistherapien als in der Mobilisierung, obgleich unter
dem Aspekt der annahernd myeloablativen Dosierung eher niedrigere
G-CSF-Antworten nach Hochdosistherapie plausibler waren. Zusatzlich
zeigten sich hohere G-CSF-Antworten in der 1. verglichen mit der
2. Hochdosistherapie. Diese Ergebnisse sind analog der Arbeit von Straka et
al. 2004, in welcher ebenfalls hohere G-CSF-Antworten in der 1. verglichen
zur 2. Hochdosistherapie gezeigt wurden (Straka et al., 2004). Eine Ursache
fur die niedrigeren G-CSF-Antworten in der Mobilisierung konnte der
unterschiedliche Zeitpunkt der G-CSF-Gabe sein (Mobilisierung Tag 5,
Hochdosis Tag 3 ab Beginn der Chemotherapie), da bei spaterer
Durchfuhrung bereits eine starkere Myelosuppression mit weniger
Indikatorzellen vorliegt. Eine weitere Erklarung fur die hoheren G-CSF-
Antworten nach Hochdosis konnte sein, dass die langere G-CSF-Gabe bei
Mobilisierung — die in der Regel wenige Wochen vor der Hochdosistherapie
stattfindet — zu anhaltenden Veranderungen im Micromilieu der
Stammzellnische und damit Entwicklung eines biologischen Gedachtnisses
mit erhdhter Sensitivitat und der Folge gesteigerter G-CSF-Antworten nach
erneuter G-CSF-Gabe fuhrt. Da keine Langzeiteffekte von G-CSF auf die
Granulopoese bekannt sind, konnte hier insbesondere der kurze Zeitraum
zwischen Mobilisierung und erster Hochdosischemotherapie eine wichtige
Rolle spielen. Hohere G-CSF-Antworten bei Hochdosis kdnnten aber auch
durch einen verbesserten Remissionsstatus und einer damit assoziierten
Verbesserung der Knochenmarkreserve bedingt sein. Die niedrigere G-CSF-
Antwort der zweiten Hochdosis hingegen ist vermutlich auf die Folgen der
myeloablativen Wirkung der Hochdosis mit Schadigungen des Mikromilieus
zurlckzufhren. Korrelationsanalysen zeigten eine statistisch signifikante
Korrelation zwischen der G-CSF-Antwort bei Mobilisierung und den G-CSF-
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Antworten bei 1. und 2. Hochdosis. HoOhere G-CSF-Antworten bei
Mobilisierung sind also mit hoheren G-CSF-Antworten bei Hochdosis
assoziiert. Dies weist auf eine bestehende Grundverfassung der
Hamatopoese hin, die in den verschiedenen Therapieschritten wiederholt
zum Ausdruck kommt.

In der Arbeit von Straka et al. 2014 wurde gezeigt, dass sich die Intensitat
der Hochdosischemotherapie invers auf die G-CSF-Antwort und damit auf
die Risikogruppenverteilung auswirkt. Prospektiv ist es gerade bei alteren
Patienten und/oder ausgiebiger Vortherapie oftmals schwierig in
Abhangigkeit vom Remissionsstatus, biologischen Alter und den Komo-
borditaten die richtige Dosierung fur den Patienten zu wahlen. Aufgrund
dessen ware auch eine Bestimmung der G-CSF-Antwort vor Chemotherapie
interessant, da auf Basis der Knochenmarkreserve Therapieentscheidungen
hinsichtlich Dosisintensivierung oder -reduktion, Therapieverzogerungen
und/oder G-CSF-Support getroffen werden konnten.

Die G-CSF-Antwort wurde bisher nur an lymphatischen Neoplasien, fur die
Mobilisierung nur an Myelompatienten, fur die Hochdosischemotherapie
neben Myelom-Patienten auch an Hodgkin-Patienten und anderen
aggressiven und indolenten Lymphomen untersucht. Nachfolgende Arbeiten
sollten sich auch mit der Ubertragbarkeit auf andere Erkrankungen
beschaftigen, insbesondere auch bei soliden Tumoren. Auch hier kdnnte die
G-CSF-Antwort zur Entscheidung fur eine Leukozytenstimulation mit G-CSF
in Abhangigkeit vom entsprechenden neutropenen Infektionsrisiko genutzt
werden.

Zusammenfassend ware die Untersuchung der G-CSF-Antwort eine
mittlerweile kostengunstige, im klinischen Alltag leicht durchfuhrbare
Untersuchung, deren Ergebnis die individuelle myeloische Knochenmarks-
reserve anzeigt. In der vorliegenden Arbeit wurde die G-CSF-Antwort
erstmalig an einer nichtmyeloablativen (Mobilisierungs-)Chemotherapie
untersucht. Die G-CSF-Antwort erwies sich insbesondere als Pradiktor fur
Variablen im Zusammenhang mit dem neutropenen Infektionsrisiko nach
nichtmyeloablativer Chemotherapie sowie der notwendigen G-CSF-Gaben
bis zur Regeneration der Granulopoese bzw. einer erfolgreichen

Stammzellmobilisierung mit teils signifikanten und teils knapp nicht
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signifikanten Ergebnissen. Letztere waren auf die begrenzte Fallzahl
zuruckzufihren. Insgesamt ergab sich in der vorliegenden Arbeit jedoch ein
absolut stimmiges Gesamtbild. Die vorliegenden Ergebnisse bilden somit
eine gute Rationale fur groliere, prospektive Studien an nichtmyeloablativen
Chemotherapien und letztlich Entwicklung risikoadaptierter

Supportivtherapien.
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Das Multiple Myelom ist eine maligne Plasmazellneoplasie aus der Gruppe
der Non-Hodgkin-Lymphome, das aktuell in der Uberwiegenden Mehrzahl der
Patienten noch nicht geheilt werden kann. Als Standardtherapie in der
Behandlung des Multiplen Myeloms gilt trotz der Ara der ,neuen Substanzen®
weiterhin die Hochdosistherapie mit autologer Stammzelltransplantation. Die
G-CSF-Antwort, ein durch einmalige G-CSF-Gabe induzierter Leukozyten-
peak, spiegelt die individuelle Knochenmarkreserve eines Patienten auf
Notfallsituation wie Neutropenie oder Infektionen wider und gilt als Pradiktor
fur neutropene Komplikationen sowie verschiedener weiterer Parameter
nach Hochdosischemotherapie. In der vorliegenden Arbeit wurde die G-CSF-
Antwort erstmals flr nichtmyeloablative Chemotherapieregime am Beispiel
der Mobilisierungschemotherapie an 45 Patienten mit Multiplem Myelom
untersucht. Da eine kombinierte Mobilisierung mit Chemotherapie und
Wachstumsfaktor durchgefuhrt wurde, wurde die G-CSF-Antwort mit der
ersten geplanten G-CSF-Gabe fur die Stammzellmobilisierung an Tag 5
untersucht und an Tag 6 mit dem Routineblutbild bestimmt. Um die
Pradiktion der G-CSF-Antwort fur verschiedene Parameter der Mobilisierung
zu untersuchen, wurden anhand des Medians der G-CSF-Antwort
(Leukozyten 10.600/pl) zwei Risikogruppen (,Hoch- versus Niedrigrisiko®
entsprechend </= Median) gebildet und statistisch miteinander verglichen.
Die G-CSF-Antwort korrelierte invers mit dem Auftreten kritischer Leukopenie
und Neutropenie, febriler Neutropenie, moderater und kritischer
Thrombozytopenie, den Erythrozytenkonzentraten sowie der Dauer und
Anzahl der G-CSF-Gaben fir die Stammzellmobilisierung. Fur das
neutropene Gesamtinfektionsrisiko und die Dauer intravendser Antibiotika-
therapie zeigten sich eindeutige Trends flr eine negative Korrelation, waren
jedoch knapp nicht signifikant. Als prognostische Faktoren fur die Hohe der
G-CSF-Antwort wurden der Leukozytenausgangswert vor Untersuchung der
G-CSF-Antwort, das ISS-Stadium, Albumin, R2-Mikroglobulin sowie das
Hamoglobin gefunden. Im Weiteren wurden die G-CSF-Antworten von
Mobilisierung, erster und zweiter Hochdosis miteinander verglichen. Hier

zeigten sich niedrigere G-CSF-Antworten in der Mobilisierung als in den

61



5. ZUSAMMENFASSUNG

Hochdosistherapien mit hoheren G-CSF-Antworten in der ersten verglichen
zur zweiten Hochdosis, wobei eine positive Korrelation zwischen den G-CSF-
Antworten bei Mobilisierung und erster bzw. zweiter Hochdosis gezeigt
werden konnte.

Zusammenfassend koénnen mit der G-CSF-Antwort Variablen im
Zusammenhang mit dem neutropenen Infektionsrisiko nach Mobilisierung
sowie die Dauer der G-CSF-Gabe fur eine erfolgreiche Stammzell-
mobilisierung vorhergesagt werden. Die vorliegenden Ergebnisse bilden
somit eine gute Rationale flr die Entwicklung prospektiver Studien an
nichtmyeloablativen Chemotherapien mit/ohne G-CSF-Support sowie die
Entwicklung risikoadaptierter supportiver Therapiekonzepte insbesondere

auch fir den Einsatz von G-CSF.
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Baseline Leukozytenausgangswert vor G-CSF-Gabe

BRK Bayerisches Rotes Kreuz

BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit

C Cyclophosphamid

CE Cyclophosphamid/Etoposid

CTx Chemotherapie

CXCL12 = SDF-1, Ligand von CXCR4, von Stromazellen
exprimiert

CXCR4 Chemokin-Rezeptor auf hamatopoetischen Stammzellen

FUO fever of unknown origin

G-CSF granulocyte colony-stimulating factor

G-CSFR G-CSF-Rezeptor

GmbH Gesellschaft mit beschrankter Haftung

GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

HDT Hochdosis(chemotherapie)

Hochrisiko Patienten mit niedriger G-CSF-Antwort

HSPC hamatopoetische Stammzellen

IEV Ifosfamid/Epirubicin/Etoposid

IL-6 Interleukin-6

IMiDs Immunmodulatoren

ISS International Staging System

V. intravenods

KG Korpergewicht

KO Korperoberflache

MEL140 Melphalan 140 mg/m?

MEL200 Melphalan 200 mg/m?

MGUS Monoklonale Gammopathie unbestimmter Signifikanz

MOB Mobilisierung(schemotherapie)

MRSA Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus

Niedrigrisiko Patienten mit hoher G-CSF-Antwort

NSAID non-steroidal anti-inflammatory drugs

p.o. per os
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S.C.
SCF
SD
SDF-1

SMM

X

VCAM-1

VLA-4

WiSP

subkutan

stem cell factor

Standardabweichung

stromal-cell derived factor 1, Ligand von CXCR4, von
Stromazellen exprimiert

Smouldering Multiple Myeloma

(autologe) Stammzelltransplantation

vascular cell adhesion molecule, Ligand von VLA-4, auf
Stromazellen exprimiert

very late antigen 4 = Integrin oup1, Rezeptor auf
hamatopoetischen Stammzellen

Wissenschaftlicher Service Pharma GmbH
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