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1. Einleitung

1.1. Granulozyten

1.1.1. Einteilung, Definition

Unter den zellularen Bestandteilen des Blutes werden rote und weil3e Zellen sowie
Plattchen unterschieden, die weil3en Blutzellen wiederum in Granulozyten und
mononukleadre Zellen. Charakteristisch fir Granulozyten ist ihr unregelmafiger Kern
und zytoplasmatische Granula, aufgrund deren Farbeeigenschaften in der
Lichtmikroskopie neutrophile, basophile und eosinophile Granulozyten unterschieden
werden. Die neutrophilen Granulozyten kdnnen wiederum nach der Form des Kern in
jugendliche stabkernige und reife segmentkernige Neutrophilen unterschieden

werden. !

1.1.2. Funktion

Allen Granulozyten gemein ist die Fahigkeit zur Chemotaxis und zur Phagozytose
von Fremdkoérpern. Die in den Granula gespeicherten Substanzen insbesondere von
Neutrophilen und Eosinophilen sind Stoffe der unspezifischen Immunabwehr und
Bakterizide. Wahrend Eosinophile an der Abwehr von Pilzerkrankungen und am
Allergiegeschehen beteiligt sind, stellen Neutrophile die bakterielle Abwehr und
raumen nekrotisches Gewebe sowie apoptotische Zellen ab. Durch Bildung von
Sauerstoffradikalen und Hypochlorit konnen Bakterienwande zerstort werden, dies
geschieht zum eigenen Schutz in den Phagozytosevesikeln. Neutrophile
Granulozyten haben die Fahigkeit sowohl aeroben als auch anaeroben Stoffwechsel
zu betreiben, eine essenzielle Fahigkeit, um im entzindeten oder nekrotischen

Gewebe zu fungieren. ?

1.1.3. Bildung und Lebenszyklus

Granulozyten entstammen den myelopoetischen Stammzellen des Knochenmarks.
Verschiedene Zytokine sind an der Proliferation und Differenzierung von
Stammzellen Uber sogenannte Granulocyte — Monocyte Colony forming units (GM-
CFU) und spezifische Vorstufen zum reifen Neutrophilen beteiligt. Die Interleukine 3
und 6 sind zu nennen, besondere Bedeutung kommt jedoch den Colony stimulating

factors zu. So stimuliert GM-CSF, der Granulocyte — Monocyte colony stimulating



factor, die Bildung von GM-CFUs und Vorlauferzellen von anderen Leukozyten der
myeloischen Reihe, G-CSF, der Granulocyte colony stimulating factor, ist fur die
Ausdifferenzierung und Reifungsprozesse der Neutrophilen spezifisch.

Die Lebensdauer von Neutrophilen ist, verglichen mit anderen Immunzellen, kurz.
Die Reifungszeit im Knochenmark betréagt ca. elf Tage. Danach verbleibt der grof3te
Anteil der Neutrophilen fur etwa vier Tage in einem Reservepool im Knochenmark.
Nach der Ausschwemmung ins Blut, wo seine Halbwertszeit bei ca. sechs Stunden
liegt, migriert der neutrophile Granulozyt ins Bindegewebe, wo seine Verweildauer
einen bis vier Tage betragt, unabhéngig davon, ob er Phagozytose betrieben hat

oder nicht. 3

1.1.4. G-CSF

G-CSF ist ein Peptidhormon bestehend aus 174 Aminoséauren, dessen Teritartruktur
durch zwei Disulfidbriicken gesichert wird. In vivo ist G-CSF an einem Threoninrest
glykosyliert, um es vor Konformitatsdnderungen und Abbau zu schitzen.

G-CSF wirkt an allen Zellen der neutrophilen Reihe durch Bindung an einen
spezifischen Rezeptor, den G-CSF-Rezeptor (G-CSFR), der zur Superfamilie der
Zytokinrezeptoren gehort.

G-CSF bewirkt im Knochenmark eine beschleunigte und erhéhte Bildung und
Reifung von Granulozyten. Zusatzlich werden reife Granulozyten aus dem
Knochenmarkdepot in die Zirkulation mobilisiert.* Fiir G-CSF konnte nachgewiesen
werden, dass es auch die Funktion reifer Granulozyten beeinflusst, so erhoht es die
Migrationsgeschwindigkeit und die mikrobizide Aktivitat der Granulozyten.®

Zur Zeit sind drei G-CSF-Praparate auf dem Markt: Filgrastim, Lenograstim und
Pegfilgrastim. Filgrastim wird in Escherichia coli exprimiert und unterscheidet sich
durch die fehlende Glykosylierung leicht von der in vivo-Struktur. Lenograstim, das in
CHO-Zellen (chinese hamster ovary) hergestellt wird, ist strukturell nicht von naturlich
vorkommendem G-CSF zu unterscheiden. Pegfilgrastim ist eine Weiterentwicklung
von Filgrastim, PEGyliert und besitzt eine langere Halbwertszeit als andere G-CSF-

Formen.

1.1.5. Bedeutung

Fur die Immunkompetenz sind Granulozyten unabdingbar. Ihre groRe Anzahl und
ihre Fahigkeit, im Gewebe Orte der Immunreaktion aktiv aufzusuchen und dort

Fremdkorper aufzunehmen und abzubauen macht sie zu einer Grundlage der
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Abwehr. Durch ihr massenhaftes Aufgebot versucht der Organismus, Infektionen
mdoglichst rasch einzudammen. Abgestorbene Neutrophile stellen den zelluléaren
Bestandteil von Pus dar.

In der klinischen Praxis wird unter anderem die Granulozytenmenge relativ zu allen
weil3en Blutzellen als Grundlage fiur die Einschatzung von Infektgeschehen und
Immunkompetenz angesehen. So ist bei vielen bakteriellen Infekten die Gesamtzahl
der Leukozyten durch eine starke Vermehrung der Neutrophilen erhoht. Von einer
.Linksverschiebung® spricht man, wenn vermehrt jingere und unreifere Granulozyten
im peripheren Blut erscheinen und wertet dies als Zeichen eines eskalierenden

akuten infektidsen Geschehens.

1.2. Granulozytopenie

Bei einem Abfall der zirkulierenden Granulozyten unter den unteren Normwert spricht
man von einer Granulozytopenie. Haufig synonym verwendet wird der Begriff der
Neutropenie, da die Neutrophilen den weitaus grof3ten Teil der Granulozyten stellen.
Dies ist bei Werten von unter 1500 Granulozyten/ul erfullt und wird als leichte
Granulozytopenie bezeichnet, bei einem weiteren Abfall von unter 1000/ul spricht
man auch von einer moderaten Granulozytopenie.

Von einer absoluten Granulozytopenie oder auch Agranulozytose spricht man bei
einer Verminderung der Neutrophilen im peripheren Blut auf < 500/ul oder <1000/pl

mit einem erwarteten Abfall von unter 500/pl in den nachsten zwei Tagen. °

1.2.1. Vorkommen

Eine Neutropenie kann ihre Ursache grundsétzlich in einer verminderten Bildung,
einem erhohten Verbrauch bzw. Abbau von Granulozyten haben oder einer
Kombination von beidem.

Im Erwachsenenalter treten hauptsachlich medikamententoxische Agranulozytosen
auf. Zu den haufigen auslosenden Pharmaka gehéren neben Metamizol auch andere
nichtsteroidale Antiphlogistika, Thyreostatika wie Carbimazol oder Thiamazol, das
Antibiotikum Cotrimoxazol, aber auch Psychopharmaka, z.B. Clozapin oder
Clomipramin.

Im Kindesalter treten kongenitale Neutropenien auf, die teils mit anderen Immun-
oder Gendefekten assoziiert sind, teils aber auch als idiopathische Formen eigene

Krankheitsbilder darstellen.



Bei Malignomen kann es zu einer Verdrangung der hamatopoetischen Zellen oder
bei nicht soliden Tumoren zu einem diffusen Uberwachsen des funktionellen
Knochenmarks mit Tumorzellen kommen. Auch unter zytostatischer Therapie,
beispielsweise zur Vorbereitung einer Knochenmarktransplantation, kommt es
ebenfalls nicht selten zu dieser schweren Komplikation, die dadurch besonders
schwerwiegend wird, dass sie Uber Tage bis Wochen anhalten kann, beispielsweise,
wenn ein Engraftment des Transplantats zunachst ausbleibt.”

Eine seltenere Ursache von Neutropenien bilden die Immunneutopenien, bei denen
die Granulozyten durch Antikérper erkannt und vermehrt abgebaut werden. Ein
vermehrter Abbau von Granulozyten kann beim Hypersplenismus beobachtet
werden.

Bei schweren Infektionen oder Sepsis kann der Granulozytenverbrauch die
Knochenmarksreserven entleeren, Uber die Kapazitdten des Knochenmarks zur

Neubildung hinausgehen und zu einer Neutopenie bis hin zur Agranulozytose fuihren.

1.2.2. Symptomatik

Die Neutropenie fihr zu erhdhter Infektanfalligkeit. So kann die Immunabwehr selbst
mit der physiologischen Bakterienflora oder saprophytischen Pilzen tGberfordert sein.
Typisch flr eine Agranulozytose ist die Symptomentrias aus plotzlichem
Fieberanstieg, Angina tonsillaris und Stomatitis aphtosa. Es kann zur Sepsis
kommen, haufige Eintrittspforten oder Herde sind besagte Schleimhautlésionen, aber
auch die Lunge, der Darm, die Haut und nicht zuletzt Katheter aller Arten. In einem
Teil der Falle findet sich kein Infektionsherd, auch ein Erregernachweis gelingt nicht
immer. In diesen Fallen spricht man von Fieber unbekannter Ursache (FUO) bei
Neutropenie.

1.2.3. Therapie

Je nach Ursache der Agranulozytose ist beispielsweise ein ausldsendes Medikament
abzusetzen oder eine zugrunde liegende Autoimmunerkrankung zu behandeln. Eine
Umkehrisolation mit keimarmer Umgebung ist angezeigt. Bei Fieber ist eine sofortige
kalkulierte Antibiose Therapie der ersten Wahl. Wird in der Blutkultur ein Keim
nachgewiesen, muss dessen Resistenzlage nach Erhalt des Befundes bericksichtigt
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werden. Bei Persistenz des Fiebers Uber drei Tage wird zusatzlich ein Antimykotikum
gegeben. ®

Eine Unterbrechung des Therapiezyklus bei Patienten zur Stammzelltransplantation
kann jedoch das erfolgreiche Engraftment der transplantierten Zellen geféahrden. So
muss die Therapiestrategie auf ein Verhindern und Bekampfen von Infektionen
ausgerichtet sein. Eine Therapieoption bei anhaltender Neutropenie ist die Gabe von
synthetisch hergestelltem G-CSF zur Beschleunigung der Granulopoese. Bei
ausbleibendem Anstieg der Granulozytenzahl kann auch eine Transfusion von

Granulozyten erwogen werden.

1.2.3.1. G-CSF

G-CSF stimuliert die Bildung neuer Granulozyten und verkirzt die zur Reifung
bendtigte Zeit. So kann die Zeit der Agranulozytose nach Absetzen einer Noxe
wirksam verkirzt werden. Allerdings bendétigen die Vorlauferzellen zur effektiven
Granulopoese nicht nur die stimulierenden Zytokine, sondern auch ein intaktes
Umgebungsgewebe, da sie mit ortsstdndigen Makrophagen und Fibroblasten
interagieren. Dies kann den effektiven Einsatz von G-CSF zur Behandlung von
Neutropenien einschranken. Indiziert ist G-CSF zur Prophylaxe und Therapie von
neutropenen Zustanden bei der myelodepressiven Chemotherapie von malignen
Erkrankungen, ausgenommen solcher der myeloischen Zellreihe. AuRerdem kann es
zu einer Langzeittherapie bei chronischen Neutropenien eingesetzt werden, so bei
schwerer kongenitaler Neutropenie, zyklischer Neutropenie und idiopathischer
Neutropenie. Auch bei persistierenden neutropenen Zustanden bei HIV-infizierten

Patienten kann G-CSF eingesetzt werden. **°

1.2.3.2. Granulozytentransfusion

Ist das Knochenmark udber langere Zeit nicht in der Lage, selbst ausreichend
Granulozyten zu produzieren, beispielsweise wegen einer fortgesetzten
Zytostatikatherapie, verzogertem Engraftment oder einer schweren Infektion, kann
eine Granulozytentransfusion erwogen werden. Die erwartete Dauer einer
Neutropenie sollte dabei Uber 5-7 Tagen liegen. Die Wirksamkeit von
Granulozytentransfusionen wird zwar vereinzelt noch angezweifelt, aber die
Durchsicht der aktuellen Studienlage ergibt einen starken Anhalt fir die
therapeutische und auch prophylaktische Gabe von Granulozytenkonzentraten.'*
Einerseits scheint der Zeitpunkt der Granulozytensubstitution ausschlaggebend fur
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einen Behandlungserfolg'®, zum anderen scheint die Dosis der transfundierten
Granulozyten durchaus den Behandlungserfolg zu beeinflussen.'® Angestrebt wird
eine Zahl von tber 2 x 10'° Granulozyten taglich,'* andere schlagen deutlich hthere
Zellmengen vor™. Derartige Praparationen miissen aufgrund der kurzen
Lebensdauer der Granulozyten und der fehlenden Lagerungsfahigkeit'® von
Granulozytenkonzentraten taglich hergestellt werden. Diese Anforderungen stellten

in der Vergangenheit teils untiberwindbare Hindernisse dar.

1.3. Das Granulozytenkonzentrat

1.3.1. Geschichtlicher Uberblick

Granulozyten bilden bei der Zentrifugation von Vollblut zusammen mit anderen
Leukozyten und Thrombozyten eine diinne Schicht Gber dem Erythrozytensediment,
die als buffy coat bezeichnet wird. Ein Abtrennen dieser Schicht stellt die
urspringlichste Form der Granulozytenisolation dar und wurde bereits 1934 als
intramuskulare Injektion von ,Leukozyten-Paste* erprobt * — wenn auch ohne Erfolg.
Dennoch wird der nahe liegende Gedanke einer Ubertragung von Immunzellen hier
bereits umgesetzt, auch wenn technische und prozedurale Unzulanglichkeiten
deutlich werden.

Der Ansatz, bei Immuninkompetenz Granulozyten zu transfundieren, wurde
tierexperimentell untersucht.'®* Hunde mit aplastischem Knochenmark und
resultierender Agranulozytose wurden mit einer potenziell letalen Infektion
ausgesetzt. Nach Transfusion von Leukozyten konnte ein dosisabhangiger Anstieg
der Uberlebenswahrscheinlichkeit gezeigt werden. Diese Experimente wurden
verschiedentlich variiert, um die Funktionalitat’® und den Uberlebensvorteil bei
unterschiedlichen Infektionen zu demonstrieren.?

Hauptsachliches Hindernis der Granulozytentransfusion blieb jedoch die Sammlung
von ausreichend vielen Granulozyten. Bei der Isolation von buffy coats werden
neben Granulozyten auch Thrombozyten und andere Leukozyten gewonnen;
auBerdem benétigt man sehr groBe Mengen Vollblut, um eine wirksame
Granulozytendosis zu gewinnen. Die zu Beginn der 1970er Jahre klinisch
eingesetzte Filtrationsleukapherese nutzt zur Selektion von Granulozyten deren
Eigenschaft, sich an Nylonfasern anzulagern. In den eingesetzten Verfahren wird

dem Spender durch eine vendse Punktion Blut kontinuierlich entnommen, Heparin
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zur Antikoagulation zugesetzt und Uber eine oder zwei parallelgeschaltete
Nylonwollsaulen geleitet, bevor es dem Spender Uber einen zweiten vendsen
Zugang wieder zugefilhrt wird.?* In einem zweiten Arbeitsschritt werden die
Granulozyten von den Nylonfasern eluiert und zur Transfusion gesammelt. Vorteile
dieser Methode ist die groRe Granulozytenzahl, die verhaltnismaRig leicht erreicht
werden kann. AufRerdem kann das extrakorporale Blutvolumen gering gehalten
werden, um so Kreislaufstorungen beim Spender mdglichst zu vermeiden. Zu den
Nachteilen muss ein hoher Heparineinsatz, normalerweise eine Gabe von 20000
Einheiten, gerechnet werden, der auch bei Antagonisierung mit Protamin nicht als
vollig unproblematisch  einzuordnen ist. Zudem kam es wahrend der
Filtrationsapherse zu Fallen von Priapismus, die auf die erhohte
Granulozytenadhasion und Komplementaktivierung zuriickgefiihrt werden.? Fir den
geringen Transfusionserfolg entscheidend sind jedoch Veranderungen an den
Granulozyten, die auf die Adhasion und Elution zurtickzufiihren sind. Dabei wird ein
Teil der Granulozyten aktiviert und verliert die funktionell bedeutsamen Granula.
Sowohl in in vitro-Funktionstests als auch beim Transfusionserfolg zeigte sich®® das
Verfahren der differenziellen Zentrifugation dem der Filtrationsleukapherese
uberlegen.

Grundlage dieses Verfahrens ist die unterschiedliche Dichte und
Sedimentationsgeschwindigkeit der verschiedenen Blutzellen. Entwickelt in den
1950er Jahren, ist sie mehrfach verbessert worden. So wurden zunachst Gerate
eingesetzt, die ein festes Blutvolumen entnahmen, Antikoagulanzien zusetzten und
nach Zentrifugation und Entnahme der gewiinschten Fraktion den Rest des Blutes
dem Spender wieder zufihrten. Dieser Zyklus konnte wiederholt werden, um das
prozessierte Blutvolumen bei Bedarf zu erhéhen.

Gegenuber den zyklisch arbeitenden Geraten wurden Maschinen mit einem
kontinuierlichen Blutfluss entwickelt, wobei Uber eine Venenpunktion Blut
entnommen, der Separatoreinheit zugefihrt und die nach Abtrennung der
Granulozyten verbleibende Fraktion Uber eine zweite Venenpunktion dem Spender
wieder zurtickgegeben wird. Mit dieser Technik wird ein héheres Prozessvolumen in
kiirzerer Zeit erreicht. 2*

Eine Schwierigkeit der Zentrifugationsapherese ist, dass die Dichte der Granulozyten
sich nur gering von der Dichte der Erythrozyten unterscheidet. Um trotz des geringen

Dichteunterschieds eine moglichst genaue Auftrennung der Zellen zu ermdglichen,

13



werden Sedimentationsbeschleuniger eingesetzt. Unter der Vielzahl der
hochmolekularen Substanzen hat sich HAES, Hydroxy-Athyl-Starke mit einem
Molekulargewicht von 450000 Da, allgemein durchgesetzt. Sie bietet eine deutlich
hohere Granulozytenausbeute als neuere und leichtere Kolloide, beispielsweise
HAES mit einem Molekulargewicht von 130000 Da, das jedoch schneller aus der
Zirkulation und dem Organismus eliminiert wird als die wochenlang nachweisbare
Praparation mit 450000 Da.?®

Mit diesen Techniken konnten zwar funktionell intakte Zellen gewonnen werden,
doch die gesammelten Zellmengen waren fir die Therapie noch nicht ausreichend.
Zur Granulozytenspende wurden teilweise Patienten mit unbehandelter chronisch-
myeloischer Leukdmie (CML) herangezogen, da sie eine sehr hohe Anzahl von
zirkulierenden Neutrophilen aufweisen. Bei dieser Erkrankung treten bis zu 30fach
mehr Neutrophile als normal auf, und so war auch bei geringen Prozessvolumina
eine annehmbare Zellausbeute zu erzielen.?®?’ Bedenken wegen der malignen
Grunderkrankung konnten durch Untersuchungen weitgehend ausgerdumt werden,
da bei intakter zellularer Immunitat kein dauerhaftes Engraftment der malignen Zellen
beobachtet wurde. ? Da die Spender unbehandelt sein mussten, um den Vorteil der
hohen Zellzahlen aufzuweisen, begrindeten ethische Bedenken die Abkehr von
einer systematischen Nutzung dieses Spenderkollektivs, das zudem recht klein und

somit nicht allgemein verfugbar war.

1.3.2. Stimulation

Verschiedene Pharmaka wirken steigernd auf die Anzahl zirkulierender
Granulozyten. Kortikosteroide erhdhen die Emigration von Granulozyten aus dem
Knochenmark und vermindern zugleich die Migration ins Gewebe.?® Lange Zeit
waren sie Mittel der Wahl bei der Granulozytenspende und da die verwendeten
Dosen niedrig und die Verabreichung nur anlasslich von Spenden stattfand, wurde
angenommen, dass die Nebenwirkungen keine Gefahr fir den Spender darstellen
wirden. Ein erhdhtes Auftreten von Katarakten ist bei regelméRiger Gabe von
Kortikosteroiden beschrieben, wurde aber beim punktuellen Einsatz zur
Granulozytenspende nicht erwartet. Dass dies doch der Fall sein kann, wie jingere
Untersuchungen nahe legen,® hat den Einsatz von Steroiden in Frage gestellt.

Einen anderen Weg zum Ziel der Granulozytenstimulation stellt G-CSF dar, das seit

den spaten 1980er Jahren zur Verfiugung steht und eine deutliche Granulozytose

14



induziert. Diese Wirkung gestaltet die Granulozytapherese deutlich effektiver und hat
G-CSF trotz fehlender Zulassung fur diese Anwendung unverzichtbar gemacht.

Die Wirkungen von G-CSF und Kortikosteroiden auf die zirkulierende
Granulozytenzahl addieren sich durch ihre unterschiedlichen Wirkmechanismen und

wurden vielfach zusammen genutzt. 3!

1.3.3. Kriterien

Die Anforderungen an Herstellung und Anwendung von Granulozytenkonzentraten
werden in Deutschland durch die ,Richtlinien zur Gewinnung von Blut und
Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hamotherapie)*
vorgegeben.®* Sie wurden von der Bundeséarztekammer unter Zustimmung des Paul-
Ehrlich-Instituts erarbeitet. Hier finden sich Vorgaben fir die Spenderauswahl und —
sicherheit, Praparation, Lagerung und die Qualitatskontrolle nach der aktuellen

Studienlage.

1.3.3.1. Spenderauswahl

Fur die Granulozytenspende gelten die gleichen Voraussetzungen wie fur die
Vollblutspende in Hinsicht auf die Sicherheit von Spender und Empfanger. Neben
allgemeiner Gesundheit sind die anamnestische Erhebung von Vorerkrankungen und
ein Screening fur infektiologische Marker von besonderer Bedeutung, werden doch
die hergestellten Praparate immuninkompetenten Empfangern transfundiert.

Im Rahmen der gerichteten Spende kdnnen in Einzelfdllen Ausnahmen unter
gesondertem Hinweis auf die mdglicherweise erhdhten Risiken fur Spender und
Empfanger gemacht werden. Eine Abwégung der Risiken eines Verzichts auf eine
Transfusion und der mdoglichen Komplikationen einer Spende und folgender
Transfusion ist im Einzelfall von den behandlenden Arzten, den mit der Herstellung
betrauten Arzten sowie mit Spender und Empfanger vorzunehmen.

Bei der Granulozytenspende sind Empfangermerkmale wie die Blutgruppe im ABO-
und Rh-System, unter Umstanden auch HLA-Merkmale oder antigranulozytére
Antikorper des Empféangers zu berucksichtigen. Bei CMV-negativen Empfangern soll
der Spender ebenfalls CMV-AK-negativ sein, da es in Einzelféallen zur Infektion und
Erkrankung des Empfangers durch Granulozytensubstitution gekommen ist.>*34

Die Aufklarung des Spenders ist ausfuhrlich durchzufiihren und zu dokumentieren
und umfasst neben der udblichen Erklarung der Technik und der mdglichen

unerwinschten Ereignisse insbesondere die  Anwendung der  zur
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Granulozytapherese notwendigen Pharmazeutika, und zwar HAES, G-CSF und ggf.
Kortikosteroide. So muss fir HAES auf seltene allergische Reaktionen und Juckreiz
und beim G-CSF auf Kopf-, Knochen- und Muskelschmerzen und Mudigkeit sowie

moglicherweise unbekannte Langzeitwirkungen hingewiesen werden.

1.3.3.2. Spendersicherheit

Zur Sicherheit des Spenders wird maximal eine Woche vor der Granulozytapherese
eine Voruntersuchung durchgefiihrt, in der neben Anamnese und korperlicher
Untersuchung auch Laboruntersuchungen durchgefihrt werden. Leukozytenzahl und
Differenzierung sollen im Normalbereich liegen und werden unmittelbar vor der
Spende kontrolliert. Die Gesamtleukozytenzahl soll nach der Mobilisierung nicht tber
70 000 /ul liegen. Thrombozytenzahl und Hamoglobinwert bzw. Erythrozytenzahl
sollen ebenfalls im Normalbereich liegen, da auch Zellen beider Reihen durch den
Apheresevorgang dem Spender verlorengehen. Bei Spendezyklen in kurzer Abfolge
ist sowohl der Verlust von roten Zellen und Plattchen zu beachten als auch die
verstarkte Wirkung des G-CSF mit steigenden Leukozytenzahlen. Beim Einsatz von
Glukokortikoiden soll bei der Voruntersuchung auf den Blutzuckerspiegel geachtet

werden.

1.3.3.3. Praparation

Die praparative Granulozytapherese erfordert den Einsatz von
nebenwirkungsbehafteten Medikamenten und komplexen Geréaten, die bei
unsachgemaller Anwendung eine ernsthafte Gefahr fur das Wohlergehen des
Spenders darstellen konnen. Die Herstellung von Granulozytenkonzentraten ist
daher unter arztlicher Aufsicht und nur durch Personal durchzufihren, das Uber
Erfahrung mit extrakorporalen Systemen verflgt, hier seien insbesondere euvtl.
erforderliche Notfallmalinahmen, Kenntnisse zur Erkennung und Behebung von

Stérungen sowie die ordnungsgemalie Vorbereitung der Gerate erwahnt.

1.3.3.4. Lagerung

Granulozytenkonzentrate sind fur die sofortige Transfusion vorgesehen. Eine
Lagerung Uber die Dauer der Qualitats- und Sicherheitstestungen ist nur fir maximal
24 Stunden vorgesehen.®* Untersuchungen Uber die Aktivitdt der gespendeten

Granulozyten Uber 48 Stunden hinaus wurden zwar durchgefiihrt®®, doch muss eine
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maoglichst rasche Transfusion weiterhin als Ziel angesehen werden, soll die Funktion

der Granulozyten mdglichst wenig beeintrachtig sein.

1.3.3.5. Qualitatskontrolle

Ein Granulozytenkonzentrat soll bei einem Volumen von nicht mehr als 500 ml
mindestens 1x10*° Granulozyten enthalten. Diese Vorgaben spiegeln in Anbetracht
der grol3en Verschiedenartigkeit der Empfanger die Schwierigkeit wider, die der
Granulozytentransfusion anhangt. Fur die Wirkung von transfundierten Granulozyten
konnte eine Dosis-Wirkungsbeziehung nachgewiesen werden®’, die eine moglichst
hohe Granulozytenzahl in jedem Konzentrat winschen lasst. So wird in den
Richtlinien zur Hamotherapie der Bundesarztekammer fir erwachsene Empfanger
eine Zahl von 1 x 10'° transfundierten Granulozyten pro Tag, und damit méglichst
auch pro Praparat, als Untergrenze angegeben. Kenndaten des fertigen Produktes
sind neben dem Volumen die Leukozytenzahl und der Granulozytenanteil, bzw. die
absolute Granulozytenzahl als direktem Wert, auferdem der Gehalt an
Thrombozyten und roten Blutkdrperchen bzw. Hamoglobingehalt.

1.4. Ziel der Studie

1.4.1. Arzneimittelsicherheit

G-CSF ist fur die Stimulation von Granulozyten zur praparativen Apherese nicht
zugelassen. Die relativ geringe Haufigkeit solcher Spenden und die niedrige
verwendete Dosierung lassen ein Zulassungsverfahren angesichts des Verwaltungs-
und Finanzaufwandes wenig lukrativ fur die Hersteller erscheinen. Aufgrund
fehlender Alternativen wird G-CSF dennoch fur die Granulozytenmobilisierung
eingesetzt. Zur Einschatzung der mit der Anwendung verbundenen Risiken und
Nebenwirkungen sind daher Untersuchungen des  Stimulations- und

Spendevorgangs mit einer Langzeitiberwachung der Spender unerlasslich.

1.4.1.1. Bisherige Studienlage
G-CSF ist zur Anwendung am Gesunden nur fur die Vorbereitung zur

Stammzellspende aus peripherem Blut (PBSC) erprobt und zugelassen. Hier liegt die
Dosierung bei 10pg/kg KG taglich tiber 4-5 Tage®® und wird teilweise noch weiter
erhoht.® Bei dieser Dosierung werden regelmaRig Nebenwirkungen beschrieben,
wenn auch sehr selten schwere. Die h&aufig auftretende Splenomegalie kann sich
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durch eine sehr selten vorkommende spontane Milzruptur lebensbedrohlich
komplizieren.*****2 Auch das Auftreten von hamatologischen Malignomen ist nach
der Anwendung von G-CSF im Rahmen der PBSC beobachtet worden, allerdings
konnte bisher Kausalitat weder nachgewiesen noch ausgeschlossen werden.****

Vor dem Hintergrund schwerwiegender Risiken ist ein unbesehener Einsatz von G-
CSF bei einer fur den Spender durchaus vermeidbaren Prozedur nicht ohne weitere
Untersuchungen vertretbar. Da bei der Granulozytenspende auch unverwandte
Spender herangezogen werden und die Evidenz fur die Wirksamkeit von
Granulozytentransfusionen zunimmt, sind die Wirkungen, Nebenwirkungen und
Risiken der G-CSF Anwendung von besonderem Interesse.

So standen zunéchst die Wirkungen und Dosierungen von G-CSF im Vordergrund,
und es wurden auch Beobachtungen Uber die vom Spender berichteten
Nebenwirkungen erhoben.* Weiterhin wurden Veranderungen des Blutbilds und
verschiedener Laborparameter untersucht.*® Obwohl alle G-CSF zugeschriebenen

47,48

Veranderungen sich nach etwa 4 Wochen wieder normalisierten™ ™", erscheinen

Langzeitwirkungen von G-CSF nicht vdllig geklart, auch wenn einige Untersuchungen

zu diesem Thema durchaus vorgenommen wurden***°,

1.4.2. Spendersicherheit

Die Granulozytenspende ist freiwillig und der gesunde Spender nimmt eine Reihe
von Ungewissheiten in Bezug auf Nebenwirkungen und mdgliche Komplikationen auf
sich, die fur eine sinnvolle Risikoabwagung moglichst genau bekannt sein sollen.
Diese Risiken schlieRen die Anwendung verschiedener Pharmaka ein und die
Einrichtung eines extrakorporalen Kreislaufs. Ziel der Studie war es, insbesondere
die Wirkungen und Nebenwirkungen der relativ neuen G-CSF-Praparate zu erfassen.
Doch daneben sollte auch der Prozess der Zellseparation erfasst werden. Der
langfristigen Beobachtung der Spender wurde besondere Bedeutung zugemessen,

da hierzu am wenigsten Daten vorliegen.

1.4.3. Zuverlassigkeit im Spendeverfahren

Bei der Etablierung einer Therapie, hier der Granulozytentransfusion, missen unter
anderem zuverlassig Praparate mit mdglichst gleich bleibenden Eigenschaften
hergestellt werden. Ein weiteres Ziel dieser Studie war es daher, den
Herstellungsprozess mit den Eckdaten der einzelnen Abl&dufe zu erfassen und Uber

eine maoglichst grol3e Anzahl von Spendezentren, Spendern und Praparaten die
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routinemalige Anwendung der Technik zu dokumentieren. Die kurze
Lagerungsfahigkeit von Granulozyten, die derzeit seltene Anwendung, die sehr
begrenzte Anzahl von erlaubten Spendevorgangen pro Spender und der hohe damit
verbundene Aufwand machen den Erfolg des einzelnen Spendevorgangs zur
Voraussetzung fir einen weiteren Einsatz dieser Technik. Ausfalle einzelner
Spenden fuhren fast immer auch zu einem Ausfall der angestrebten Transfusion, da
die Vorlaufzeit fir eine Spende durch die Rekrutierung des Spenders, dessen
Stimulation und den Spendevorgang selbst in der Regel mindestens 24 Stunden
bendtigen.”® Die Zuverlassigkeit des derzeit angewandten Verfahrens sollte daher
von der Stimulation bis zum fertigen Produkt untersucht werden, um eine Klinische

Anwendung auf sicheren Grund zu stellen.
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2. Material und Methoden

2.1. Studiendesign und Ablauf der Studie

2.1.1. Grundsatzliche Uberlegungen und Planung

Die vorgenannten Fragestellungen stellen einige Anforderungen an eine Studie zu
ihrer Klarung. Um eine moglichst grof3e Anzahl von Spendern und Spendevorgangen
zu erfassen, wurden moglichst viele Spendezentren mit einbezogen. Angefragt
werden sollten mdglichst viele Blutspendezentren, die mit dem Verfahren der
Granulozytenspende bereits vertraut waren.

Die Studie wurde in Uberstimmung mit der ,Declaration of Helsinki“, den Richtlinien
zu ,Good Clinical Practice” der Europaischen Arzneimittelagentur EMEA und den
Anforderung der BfArM (Bundesinstitut flr Arzneimittel und Medizinprodukte)
konzipiert. Denn fir den Einsatz von G-CSF zur Konditionierung von
Granulozytenspendern besteht auch international keine Zulassung. Der Umstand,
dass diese Substanz Gesunden verabreicht wird und dass dies nicht im eigenen
Interesse erfolgt, macht also die Prifung der Studie sowohl konzeptionell durch die
entsprechende Bundesbehdrde sowie durch eine Ethikkommission notwendig.
Zudem wurde die Studie auch an den einzelnen Prifzentren den entsprechenden
Gremien zur Begutachtung vorgelegt. Diese erfolgte nach ethischen
Gesichtspunkten, aber auch nach medizinisch-wissenschaftlichen und rechtlichen.
Die Studie wurde von der ,Sektion Praparative und Therapeutische Hamapherese*
der DGTI (Deutsche Gesellschaft fur Transfusionsmedizin und Immunhamatologie)
gefordert.

2.1.2. Globale Fragestellungen

2.1.2.1. Studienziel Zuverlassigkeit des Verfahrens

Um die Zuverlassigkeit des Verfahrens der praparativen Granulozytapherese noch
Vorbehandlung mit G-CSF zu zeigen, wurde als erster messbarer Parameter der
Stimulationserfolg gewahlt. Als Mal3 des Erfolgs der Stimulation der Spender wurde
die Leukozytenzahl vor Beginn des Spendevorgangs gewertet. Die Untersuchung
dieses Parameters zielt auf die Zuverlassigkeit des der Studie zugrunde liegenden

Stimulationsprotokolls ab.
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Ein weiterer Parameter, der Untersucht werden sollte, ist der Erfolg der
Zellseparation. Als MalR fur den Erfolg des gesamten Spende- und
Herstellungsprozesses wurde die absolute Granulozytenzahl im fertigen Produkt
gewertet.

Faktoren, die einen Einfluss auf diese beiden Kennwerte der Granulozytenspende
haben, kdnnten zum einen demographische Daten des Spenders bilden, wie das
Alter, Geschlecht und der Ort, an dem die Spende durchgefuhrt wird, im Folgenden
als Spendezentrum bezeichnet. In der Studie wurden zwei verschiedene G-CSF-
Praparate eingesetzt, auch diese konnten einen Einfluss auf die gewahlten
ZielgroRen ausuben. Weiterhin ist ein Zusammenhang der beiden Parameter
denkbar. Auch die haufig durchgeftihrte mehrfache Spende in kurzen Intervallen, die
Aphereseserie, kann auf die Ergebnisse von Stimulation und Separation einen
Einfluss ausuben.

Fur die Zuverlassigkeit des Verfahrens ist jedoch nicht nur von Bedeutung, wie
erfolgreich Stimulation und Separation sind, sondern auch, wie oft der Prozess der
Stimulation und Spende erfolgreich ist, also fur den Empfanger ein Praparat
bereitgestellt werden kann.

2.1.2.2. Studienziel Arzneimittelsicherheit
Das den Spendern verabreichte G-CSF sollte auf seine Sicherheit und Vertraglichkeit

hin untersucht werden. Die Nebenwirkungen des G-CSF sind bekannt und sollten
von dem Spendern in einem standardisierten Fragebogen nach der
Stimulationsbehandlung abgefragt werden. Als aufgetretene Nebenwirkung wird im
Folgenden das Auftreten einer oder auch mehrerer berichteter Nebenwirkungen
bezeichnet, wie sie von den Spendern genannt wurde.

Faktoren, die einen Einfluss auf das Auftreten von Nebenwirkungen haben kdnnten,
sind das Alter, Geschlecht, Spendezentrum, der verabreichte G-CSF-Typ, aber auch
die genaue Dosis, die dem Spender verabreicht wurde und der Erfolg der
Stimulationsbehandlung. Auch wiederholtes Spenden wie bei einer Aphereseserie
konnte das Auftreten von Nebenwirkungen beeinflussen.

Eventuelle Langzeitwirkungen durch Nachuntersuchungen erfasst.

2.1.2.3. Studienziel Spendersicherheit
Als wesentlicher Teil der Spendersicherheit ist bereits die Sicherheit des G-CSF

behandelt worden. Zusatzlich zu diesem Aspekt wurden Spendeabbriiche mit
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Begrindung, Komplikationen beim Spendevorgang und Auffalligkeiten in den

Nachuntersuchungen erfasst.

2.1.3. Studienpopulation

2.1.3.1. Einschlusskriterien

Spender wurden in die Studie aufgenommen, wenn sie nach den gultigen Richtlinien
der Bundesarztekammer fir die Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen fir eine
Spende geeignet waren. Allgemeine Gesundheit wurde durch eine grindliche
Anamnese genauso wie durch eine koérperliche Untersuchung und laborchemische
Untersuchungen festgestellt.

Im Falle der Verwandtenspende wurde in Einzelféllen erwogen, Spender zuzulassen,
die nicht alle Kriterien der Bundesarztekammer erflllten, ein regelrechter aktueller
Gesundheitszustand wurde jedoch im Spenderinteresse zur Grundbedingung fur
eine Aufnahme in die Studie gelegt.

2.1.3.2. Ausschlusskriterien

Spender wurden nicht in die Studie aufgenommen, wenn die allgemeine
Spendetauglichkeit nicht gegeben war oder wenn Herz- und Kreislauferkrankungen,
eine eingeschrankte renale Funktion oder neurologische bzw. Krampfleiden
bestanden. Selbstverstandlich hatte jeder Spender auch die Moglichkeit einer
Spende ohne Aufnahme in die Studie und zum Ausstieg zu jedem beliebigen

Zeitpunkt ohne Angabe von Griinden.

2.1.4. Geplanter Stichprobenumfang
Der geplante Stichprobenumfang betrug 400 Spender.

2.1.5. Rekrutierung von Spendezentren und Prufarzten

Um ein mdglichst groBes Spenderkollektiv und moglichst viele Spende- und
Herstellungsprozesse zu erfassen, wurden 17 Blutspendeeinrichtungen im
Bundesgebiet um ihre Beteiligung gebeten, neben der Transfusionsmedizin des
Universitatsklinikums Gielen als Studienzentrale  waren dies die
Blutspendeeinrichtungen in Aachen, Berlin, Essen, Frankfurt am Main, Halle,
Hamburg, Jena, Leipzig, Lubeck, Mannheim, Marburg, Miinchen, Munster, Ratingen,
Regensburg, Stuttgart und Ulm. Von diesen Zentren entsprachen 13 der Bitte um
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Mitarbeit, und zwar die in Berlin, Essen, Frankfurt am Main, Halle, Hamburg, Jena,
Leipzig, Lubeck, Mannheim, Marburg, Miunster, Regensburg, und Ulm.

Den Priufarzten an den jeweiligen Blutspendediensten wurde ein Handbuch zur
Verfigung gestellt. Es enthielt Informationen fir die Prifarzte, so das
Studienprotokoll, Fachinformationen zu den verwendeten Medikamenten, gesetzliche
Bestimmungen und behodrdliche Genehmigungen, das Votum der Ethikkommission
sowie den Nachweis der Probandenversicherung, Vorlagen zur Datenerfassung und
Spenderaufklarung und —einwilligung. Im Verlauf der Studie wurden hier ebenfalls
unerwinschte Ereignisse dokumentiert und Studienberichte sowie die relevante

Korrespondenz gesammelt. Die Studie wurde nicht gemonitort.

2.1.6. Rekrutierung von Spendern

Als Spender im Rahmen dieser Studie wurden alle den Blutspendeeinrichtungen zur
Verfigung stehenden Granulozytenspender um ihre Mitarbeit gebeten. Dies schliel3t
Familienmitglieder der Empfanger ein wie auch unverwandte Spender, die aus der
Spenderkartei der Blutspendeeinrichtungen zur Spende von Granulozyten gebeten
wurden.

Eine ausfuhrliche Aufklarung tiber den Spendevorgang und die mit den verabreichten
Medikamenten mdglicherweise verbundenen Risiken und Nebenwirkungen erhielt
der Spender mundlich und schriftlich. Ausdrtcklich wurden die Spender auf die noch
nicht endgiltig geklarten Risiken bei der Anwendung von G-CSF hingewiesen und
darauf, dass ihre Spende im Rahmen dieser Studie im Einklang mit den
Bestimmungen des Datenschutzes erfasst und ausgewertet wirde. Um eventuelle
Risiken fir teilnehmende Spender absichern zu kénnen, wurde im Rahmen einer
Probandenversicherung entsprechend vorgesorgt. lhr Einverstandnis erklarten die
Spender mit einer eigenhandig unterschriebenen Erklarung, die obige Punkte
enthielt.

2.1.7. Dauer der Studie

Die Laufzeit der Studie sollte ab dem Jahr 2000 drei Jahre dauern, so dass nach
etwa funf Jahren auch die letzten Spender der Zwei-Jahres-Nachuntersuchung
unterzogen werden konnten und die Studiendaten vollstandig vorliegen konnten. Vor
dem Ablauf der urspringlich geplanten Studiendauer wurde eine Verlangerung der
Studie vorgenommen, um die Anzahl der eingeschlossenen Spender zu erhdhen.

Nach zusatzlichen zwei Jahren wurde die Aufnahme neuer Spender in die Studie
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eingestellt. Laut Studienprotokoll wurden daher im Jahr 2007 die letzen

Nachuntersuchungen durchgefihrt und konnten der Auswertung zugefihrt werden.
2.1.8. Studienablauf

2.1.8.1. Voruntersuchung

Die Spendereingangsuntersuchung dient zundchst zur Feststellung, ob alle
Einschlusskriterien erfillt und kein Ausschlussgrund vorliegt. Zusatzlich zu der oben
genannten Anamnese und Untersuchung wurde fur die Granulozytenspende
umfangreiche Labordiagnostik durchgefihrt. Es wurden Blutgruppenserologie und
Infektionsmarker bestimmt, ein Blutbild mit Leukozytendifferenzierung, aul3erdem die
Leber- und Retentionswerte, Elektrolyte, Gerinnung, Blutzucker und Gesamteiweil3.
Ein Urinstatus mittels Teststreifen und ein Schwangerschaftstest bei Frauen im
fertilen Alter vervollstandigten die Labordiagnostik.

Die Voruntersuchung wurde hoéchstens 7 Tage vor der ersten Apherese durchgefihrt
und bei einer Serie von Apheresen nur vor der ersten. Sie stellt auch den Zeitpunkt
der Aufklarung durch den spendeverantwortlichen Arzt und der schriftlichen
Einwilligung des Spenders zur Teilnahme an der Studie.

Die Dokumentationsvorlage zur Voruntersuchung findet sich im Anhang (8.1.1).

2.1.8.2. Stimulation

Bei Zeitpunkt und Frequenz der Granulozytenspende kann es naturgemald kein
einheitliches Vorgehen geben, da jedes Praparat gezielt fir einen Empféanger
hergestellt wird und dessen Bedarf sich nach seinem klinischen Zustand richtet.
Dennoch haben sich einige Spenderhythmen durchaus bewahrt. So findet in vielen
Zentren die Stimulation des Spenders am Vorabend der Spende statt, so dass die 12
Stunden zwischen Konditionierung und Spende in die Nacht fallen und die Spende
mit der personalaufwéndigen Verarbeitung und Transfusion des Produkts tagsuber
erfolgen kann. Hinsichtlich der Spendefrequenz haben sich Aphereseserien von bis
zu vier Spendevorgangen bewahrt, die entweder taglich oder an jedem zweiten Tag
durchgefthrt werden.

Zur Stimulation wurde G-CSF eingesetzt, und zwar beide zur Verfigung stehenden
Praparate Lenograstim (Granocyte®) wund Filgrastim (Neupogen®). Als
Standarddosis wurde die Gabe von 5 ug/kg gewichtsadaptiert subcutan festgelegt.

Optional und in Verantwortung der einzelnen Spendezentren konnten auch
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Kortikosteroide gegeben werden. Als Standard in das Stimulationsprotokoll wurden
Steroide jedoch aufgrund eines mdglichen Zusammenhangs zum Auftreten von
Katarakten nicht aufgenommen werden. Ziel der Stimulation war eine
Granulozytenzahl von 20 000 — 60 000 /pl, bei Uberschreiten von 70 000 /ul wurde in
einer Aphereseserie mit der Stimulation pausiert, da eine stark erhohte
Leukozytenzahl eine  Hyperviskositat des  Blutes hervorruft, die zu
Gefallverschlissen, Priapismus oder auch einer pulmonalen Leukostase flhren
kann.

Das Stimulationsprotokoll ist somit hinsichtlich des Transfusionsbedarfs und
Zeitpunkts der Spende flexibel gestaltet, jedoch wurden wichtige Parameter
einheitlich vorgegeben, so das Stimulations-Spende-Intervall und die G-CSF-
Dosierung.

Die gemeinsame Dokumentationsvorlage zur Stimulation und zum Spendevorgang
findet sich im Anhang (8.1.2).

2.1.8.3. Dokumentation des Spendevorgangs

Am Tag der Apherese wurde von jedem Spender ein Blutbild vor der Spende
abgenommen, um den Erfolg der Stimulation zu erfassen.

Weiterhin erfasst wurde der Typ Apheresemaschine, hier stehen grundsatzlich zwei
Typen zur Verfugung, die unterschiedliche Verfahren zur Prozessierung des
Spenderbluts nutzen: Intermittent-flow Gerate der Firma Fresenius und continuous-
flow Maschinen der Firma Cobe. Wichtige Kenndaten des Apheresevorgangs wurden
ebenfalls protokolliert und umfassen die Dauer der Apherese, das prozessierte
Volumen, Art und Verbrauch von HAES und sowie Tricitrasol.

Das hergestellte Praparat wurde charakterisiert durch sein Volumen sowie den
Gehalt von Leukozyten und der Granulozytensubpopulation sowie Thrombozyten
und Erythrozyten im Praparat.

Etwaige Komplikationen oder Abbruchgrinde des Spendevorgangs wurden ebenfalls
erfasst.

Die gemeinsame Dokumentationsvorlage zur Stimulation und zum Spendevorgang
findet sich im Anhang (8.1.2).

Nach erfolgter Spende wurde anhand eines standardisierten Fragebogens nach
Nebenwirkungen gefragt, die Spender seit der Stimulation bemerkt hatten. Hierbei
wurden die bekannten Nebenwirkungen von G-CSF aber auch Juckreiz, der eine

wichtige Nebenwirkung von HAES darstellt, abgefragt. Beschwerden, die keiner der
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zur Verfigung stehenden Kategorien zugeordnet werden konnten, wurden als
Freitext dokumentiert.

AbschlielRend wurde der Spender gefragt, ob er in der Zukunft erneut bereit wére,
sich G-CSF verabreichen zu lassen und nochmals Granulozyten spenden wirde.

Die Dokumentationsvorlage fur die aufgetretenen Nebenwirkungen findet sich im
Anhang (8.1.3).

2.1.8.4. Nachuntersuchungen
Im Rahmen der Erfassung von langfristigen Auswirkungen von G-CSF wurden alle

Spender gebeten, sich zu zwei Zeitpunkten einer Nachuntersuchung im
Spendezentrum zu unterziehen. Die erste Nachuntersuchung fand 2 — 4 Wochen
nach der letzten erfolgten Spende statt. Zu diesem Zeitpunkt sollten akute
Nebenwirkungen nachgelassen haben. Die letzte Nachuntersuchung wurde zwei
Jahre nach der letzten erfolgten Spende durchgefihrt. Ziel dieser Nachuntersuchung
war es, langfristige Veranderungen oder Nebenwirkungen zu erfassen.

Die Inhalte beider Nachuntersuchungen waren identisch. Es wurde eine Anamnese
erhoben, in der offen nach neu aufgetretenen Erkrankungen oder Beschwerden und
gezielt nach moglichen Nebenwirkungen des G-CSF gefragt wurde. Die korperliche
Untersuchung wurde von Laboruntersuchungen erganzt. Es wurden dieselben
Parameter untersucht wie bei der Spendereingangsuntersuchung, auf einen
Schwangerschaftstest und die Blutgruppenserologie wurde jedoch verzichtet.

Die Dokumentationsvorlage fur die Nachuntersuchungen findet sich im Anhang
(8.1.4).

2.1.9. Durchfuhrung der Studie
Die Laufzeit der Studie sollte ab dem Jahr 2000 drei Jahre dauern, so dass nach

etwa funf Jahren auch die letzten Spender der Zwei-Jahres-Nachuntersuchung
unterzogen werden konnten und die Studiendaten vollstandig vorliegen konnten. Vor
dem Ablauf der urspringlich geplanten Studiendauer wurde eine Verlangerung der
Studie vorgenommen, um die Anzahl der eingeschlossenen Spender zu erhdhen.
Nach zusatzlichen zwei Jahren wurde die Aufnahme neuer Spender in die Studie
eingestellt. Laut Studienprotokoll wurden daher im Jahr 2007 die letzen

Nachuntersuchungen durchgefiihrt und konnten der Auswertung zugefiihrt werden.

26



2.2. Analyse der Daten

Die bei der Studie gesammelten Daten wurden zentral in Giel3en gesammelt,
archiviert und elektronisch erfasst. Hierfir wurde eine Datenmatrix mit dem
Programm MS Excel erstellt und alle eingehenden Datensatze wurden hier
eingepflegt. Die statistische Auswertung erfolgte mit SAS V9.1.3 (SAS Institute, Cary,
NC, USA).

Fehlende Daten wurden bei den Priufzentren zweimalig nachgefordert. Danach

wurden sie als fehlend betrachtet.

2.2.1. Deskriptive Statistik

Das Spenderkollektiv wird hinsichtlich Alter, Geschlecht und eingesetztem G-CSF-
Typ nach Zentren getrennt charakterisiert. Angegeben werden jeweils das Minimum
und Maximum, das erste und dritte Quartils sowie der Median.

Die erfassten Daten aus dem Stimulations- und Separationsvorgang werden
ebenfalls mit Minimum und Maximum, erstem und drittem Quartil und dem Median
beschrieben. Sie werden der Ubersichtlichkeit halber aus dem der Datenauswertung
zugefihrten Kollektiv angegeben. Die beiden Zielvariablen Stimulationserfolg und
Separationserfolg werden nach Spendezentrum, eingesetztem G-CSF-Typ und
Geschlecht mit Minimum und Maximum, erstem und drittem Quartil, und dem Median
beschrieben.

Aufgetretene Nebenwirkungen wurden in insgesamt 14 Kategorien nach jeder
Stimulation abgefragt. Die Ergebnisse aller Stimulationen aller Zentren werden als
absolute Haufigkeiten in den einzelnen Kategorien wiedergegeben. Aul3erdem wird
fur die erste Spende aller Spender untersucht, ob der Spender irgendeine oder
mehrere Nebenwirkungen verspirt hat. Letztere Ergebnisse werden nach
Spendezentrum und Geschlecht getrennt dargestelit.

Die Ergebnisse der beiden Nachuntersuchungen werden als H&aufigkeiten getrennt
nach Spendezentren angegeben. Es werden jeweils pathologische Ergebnisse in
den Klassen Veréanderungen des weil3en Blutbilds, Verdnderungen bei anderen
Laborwerten, Auftreten von Nebenwirkungen des G-CSF, sonstige klinische

Beschwerden und Anderes angezeigt.
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2.2.2. Inferenzstatistik

Die Analyse der beobachteten Daten erfolgt im explorativen Sinn, d.h. die unter der
Annahme, dass kein Unterschied bzw. Zusammenhang vorliegt, berechnete
Wahrscheinlichkeit fir das beobachtete oder ein extremeres Ereignis kann als ein
Malf3 fur die Reproduzierbarkeit bzw. Evidenz der Ergebnisse angesehen werden.

Zur Uberprifung der Fragestellung, welche Faktoren einen Einfluss auf den
Stimulations- bzw. Separationserfolg oder auf das Auftreten unerwinschter
Ereignisse haben konnten, wurden als mogliche Einflussfaktoren das Alter, das
Geschlecht, C-GSF-Typ, das Spendezentrum, der Stimulationserfolg selbst, die dem
Spender verabreichte G-CSF-Dosis und bei Mehrfachspenden die Zahl der Spende
bei der Analyse bericksichtigt. Dazu mussten die stetigen moglichen

Einflussvariablen klassifiziert werden.

2.2.2.1. Klassifizierung der Einflussvariablen

Das Alter der Spender ist eine mogliche Einflussvariable und wurde fir die

statistische Auswertung in vier Klassen geteilt.

Klasse Alter

1 Unter 30 Jahren
2 30 — 39 Jahre

3 40 — 49 Jahre

4 Uber 50 Jahre

Tabelle 1 - Klassifizierung des Alters

Die verabreichte G-CSF-Dosis wurde im Stimulationsprotokoll gewichtsadaptiert
vorgegeben. Bedingt durch die angebotenen Darreichungsformen und daraus
resultierenden Schwierigkeiten bei der exakten Dosierung schwankte die tatsachlich
verabreichte G-CSF-Dosis betrachtlich. Fur die Untersuchung dieses Einflusses auf

die Zielvariablen wurden Klassen gebildet.

Klasse Dosis (ug/kg KG)
1 <4

2 4<x<6

3 26

Tabelle 2 - Klassifizierung der G-CSF-Dosis

28



Da der Stimulationserfolg im Zusammenhang mit dem Auftreten von
Nebenwirkungen stehen kdnnte, wurde diese stetige Variable in vier Klassen nach

den Quatrtilen geteilt.

Klasse WBC (5 x10°WBC/l)
1 <215

2 21,5<x<26,1

3 26,1 < x < 30,6

4 > 30,6

Tabelle 3 - Klassifizierung des Stimulationserfolgs

Unter den diskreten Einflussvariablen wurde das Geschlecht in den Auspragungen
mannlich und weiblich und der G-CSF-Typ nach den eingesetzten Praparaten
Lenograstim und Filgrastim betrachtet.

Eine weitere diskrete Einflussvariable stellt das Spendezentrum dar. Da einige
Zentren nur wenige Spender rekrutiert hatten, wurden fir einige Fragestellungen
sechs der kleineren Spendezentren (Zentren 2, 4, 5, 8, 9, und 11) zu einem Zentrum

zusammengefasst.

2.2.2.2. Eingesetzte Verfahren

Da von der Annahme der Normalverteilung nicht ausgegangen werden kann, wurden
zur Uberprifung der Fragestellungen nichtparametrische Verfahren angewandt. Die
einzige Ausnahme stellt der orientierende Einsatz der mehrfaktoriellen
Varianzanalyse dar, deren Ergebnisse wurden jedoch alle mit nichtparametrischen
Verfahren Uberpruft.

Zur Uberprifung von Unterschiedshypothesen wurde der Mann-Whitney-U-Test
bzw. der Median-Test durchgefuhrt.

Zur Uberprifung von Zusammenhangshypothesen wurde bei stetigen Variablen der
Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient berechnet und bei diskreten Variablen
Methoden der Kontingenztafelanalyse angewandt.

Die Frage nach moglichen Unterschieden zwischen der Erst-, Zweit- und Drittspende
wurde mit Hilfe der Friedman-Rang-Varianzanalyse und dem adaquaten
Anschlusstest, der das globale Niveau fur die Irrtumswahrscheinlichkeit einhalt,

Uberprift.
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2.2.2.3. Bildung von Subgruppen

Zur Uberprifung der einzelnen Fragestellungen mussten Subgruppenanalysen
durchgefiihrt werden. So wurde die Frage nach méglichen Einflussfaktoren auf den
Stimulations- bzw. Separationserfolg oder auf das Auftreten mindestens eines
unerwunschten Ereignisses mit Hilfe der Daten, die bei der ersten Spende eines
Spenders gewonnen wurden, Uuberprift. Fir die Frage, welchen Einfluss die
wiederholte Spende hat, wurden nur die Spender bericksichtigt, die mindestens
dreimal gespendet haben.

Da es sich bei dieser Studie nicht um eine prospektive experimentelle Studie handelt,
war die Verteilung der Ausprdgungen der mdglichen Einflussfaktoren in den
einzelnen Studienzentren sehr unterschiedlich. Daher mussten fur einzelne

Fragestellungen Subgruppenanalysen durchgefiihrt werden.
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3. Ergebnisse

3.1. Zusammensetzung des Spenderkollektivs

3.1.1. Spenderkollektiv

415 Spender wurden nach den im Studienprotokoll festgelegten Kriterien in die

Studie eingeschlossen. Diese unterzogen sich insgesamt 1115 Stimulations- und

Spendevorgangen. Dieses Kollektiv wurde fir die Auswertung der Fragestellungen

zu aufgetretenen Nebenwirkungen herangezogen.
Eine Ubersicht tiber das Kollektiv gibt die Tabelle.

Anzahl

Spender 415
Geschlecht

Manner 348

Frauen 67
Alter

unter 30 125

30 -39 132

40 - 49 120

Uber 49 38
G-CSF-Praparat

Lenograstim 200

Filgrastim 210

k. Angabe 5
Spendeanzahl

1 92

2 92

3 101

4 119

5 11
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Zentren 14
M W
1 5 6
2 16
3 18 12
4 23 1
5 8 1
6 60 3
7 79 1
8 4
9 2
10 25 1
11 4 3
12 26 14
13 17 0
14 59 11

Tabelle 4 - Spenderibersicht

3.1.2. Subgruppe fur die inferenzstatistische Untersuchung moglicher

Einflussfaktoren

Zur Untersuchung der Einflussfaktoren auf aufgetretene Nebenwirkungen wurden die
Datenséatze von allen Spendern herangezogen. Die einzigen oder ersten Spenden in
einem Spendezyklus wurden verwendet, um Einflisse des Alters, Geschlechts, des
Zentrums und des G-CSF-Typs zu untersuchen. Durch diese Vorgehensweise wird
gleichzeitig eine mogliche Gewodhnung oder Akkumulation des G-CSF
ausgeschlossen. Bei der Frage zum Einfluss einer wiederholten Spende wurden die
Datensatze von Spendern mit mindestens drei Spenden ausgewertet.

Vom Gesamtkollektiv war ein Kollektiv von 330 Spendern geeignet, Fragen
beziuglich der Einflussfaktoren auf die Zielvariablen Stimulations- und
Separationserfolg zu beantworten. Es wurden nur solche Datensatze verwendet, die
folgenden Kriterien entsprachen:

Die verabreichte G-CSF-Dosis liegt zwischen 3,3 ug/kg KG und 6,7 pg/kg KG. Vom

Studienprotokoll waren 5 pug/kg KG vorgegeben, aul3er es wurden Leukozytenzahlen
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> 70 000 /ul Gberschritten. Die G-CSF-Dosis uberschritt in 17 Fallen die Vorgabe und
erreichte sie in 32 Fallen nicht.

Es erfolgte keine Gabe von Cortison im Stimulationsprotokoll. Dessen Gabe wurde
vom Studienprotokoll zugelassen, jedoch mussten solche Datensatze aufgrund
geringer Haufigkeit der Anwendung (n=16) und dem bekannten Einfluss auf den
Stimulationserfolg ausgeschlossen werden.

Einsatz von Zellseparatoren vom Typ Cobe Spectra. Hier war ebenfalls die geringe
Haufigkeit des Einsatzes von intermittent-flow Geraten der Firma Fresenius ein
Grund fur den Ausschluss, aber auch die Tatsache, dass durch den ausschlief3lichen
Einsatz eines Zellseparatortyps an jedem Zentrum nur unzureichend zwischen
Effekten des Separatortyps und Zentrumseffeken unterschieden werden konnte. So
wurden die continuous-flow Gerate der Firma Cobe bei 380 Spendern eingesetzt,
diejenigen der Firma Fresenius lediglich bei 28.

Das Prozessdiagramm zeigt die Auswahl der Spender wie oben beschrieben.

Kollektiv fur die
Gesamtes Untersuchung von
Spenderkollektiv > Einflussfaktoren
n=415 Nebenwirkungen
n=415
ja
A
G-CSF-Dosis 17 Uberschreitungen
3,3< X <6,7 ng/k i :
HO/Kg nein 32 Unterschreitungen >
ja
v
Cortisongabe . 16 Konditionierungen >
. ja \ mit Cortison
nein
A
Zellseparator - 20 Separationen mit
Typ Cobe Spectra nein Fresenius-Geraten
ja
A
f

Kollektiv flr die
Untersuchung von
Einflussfaktoren auf
Separations- und
Stimulationserfolg
n=330

Abbildung 1 - Flussdiagramm Datenauswahl zur Untersuchung von

Einflussfaktoren
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Eine Ubersicht tiber die Demographie dieses Spenderkollektivs gibt Tabelle.

Anzahl
Spender 330
Geschlecht
Manner 274
Frauen 56
Alter
unter 30 87
30 -39 113
40 - 49 99
uber 49 31
G-CSF-Praparat
Lenograstim 202
Filgrastim 127
k. Angabe 1
Zentren 14
W
1
2 3
3 18 12
4 0
5 1
6 60 3
7 53 1
8 2 3
9 2
10 25 1
11 1 0
12 26 14
13 17 0
14 53 11

Tabelle 5 - Eingeschranktes Spenderkollektiv
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3.2. Deskriptive Statistik

3.2.1. Zielvariable Stimulationserfolg

Vor jeder Granulozytapherese wurde vom Spender ein Blutbild angefertigt, dabei
wurden die Parameter Leukozyten, Erythrozyten- und Thrombozytenzahl bestimmit.
Als Stimulationserfolg wurde die Leukozytenzahl unmittelbar vor der Apherese
betrachtet. Gezeigt werden die Leukozytenzahlen vor jeder Apherese im
eingeschrankten Spenderkollektiv. Diese Ubersicht ist in sofern nur mit Vorbehalt zu
betrachten, da hier wichtige Einflussvariablen nicht beachtet werden. Eine Ubersicht
tber den Stimulationserfolg, korrekt nach den Einflussvariablen gegliedert, findet sich
im Anhang (Kap. 8.2.1). Der Boxplot stellt den Median (schwarzer Balken), das 25%-
75%-Intervall (grauer Kasten) sowie Minimum und Maximum (T-Striche) dar.

WBC vor Apherese
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Abbildung 2 - Stimulationserfolg nach Spendezahl

AulRerdem sollen hier exemplarisch fir den jeweils ersten Spendevorgang die
Ergebnisse der erstellten Blutbilder wiedergegeben werden, obwohl fur die weitere
Betrachtung des Stimulationserfolgs ausschliel3lich die Leukozytenzahl als

Zielvariable dient.
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Spenderblutbild vor der Apherese, 1. Spende

n Minimum | Quartil 1 | Median | Quartil 3 | Maximum
RBC (x10'%/l) |314(1,0 4,57 481 |5,08 5,93
THR (x10%1) |327|16,000 |[197 233 272 421
WBC (x10%1) [327 7,63 21,1 259 [30,1 49,3

Tabelle 6 - Spenderblutbild vor erster Apherese

Die nachfolgende Untersuchung von relevanten Einflussvariablen auf den
Stimulationserfolg ergab durchaus Einflisse besonders des Spendezentrums und
des Geschlechts. Daher wird im Anhang (Kap. 8.2.1) die Verteilung der Zielvariable
dargestellt unter Berucksichtigung dieser Einflussvariablen.

3.2.2. Zielvariable Separationserfolg

Nach jeder Zellseparation wurde ein Blutbild des Praparats erstellt, dabei wurde
neben der Erythrozyten-, Thrombozyten- und Leukozytenzahl auch die
Subpopulation der Granulozyten bestimmt.

Nachfolgend findet sich eine Darstellung der Separationserfolge nach der
Spendezahl im eingeschrankten Kollektiv. Im Anhang (Kap. 8.2.2) findet sich
tabellarisch eine Darstellung des Separationserfolges nach relevanten

Einflussvariablen gegliedert, wie sie die weitere statistische Untersuchung ergeben

haben.
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Abbildung 3 - Separationserfolg nach Spendezahl
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Exemplarisch werden zudem fiur die erste Spende die gemessenen Parameter der

hergestellten Produkte wiedergegeben, auch wenn fur die Untersuchung des

Separationserfolgs nur die Granulozytenzahl dient.

Blutbild vom Praparat, 1. Spende

n | Minimum |Quartil 1 | Median|Quartil 3 |Maximum
WBC (x10'°) 313|0,44 3,61 471 |5,74 11,59
Granulozyten (x10%°%) [322(0,36 2,82 3,785 [4,70 10,3
%&’Hﬁjﬁg&??m o |311[316 750 |799 |83 99,2
THR (x10%/) 30983,3 311 400  |488 937
RBC (x1012/1) 306 0,09 0,50 1,0 1,6 42,0

Tabelle 7 - Blutbild der hergestellten Praparate aus ersten Spenden

3.2.3. Zielvariable Nebenwirkung

Nebenwirkungen wurden bei allen Spendevorgangen erfasst, auch wenn nur

Nebenwirkungen des ersten Spendevorgangs auf mdgliche Einflisse hin untersucht

werden konnen. Eine Ubersicht tUber die aufgetretenen Nebenwirkungen in allen

erfassten Spenden und Kategorien gibt nachfolgende Grafik.
Nebenwirkungen aller Stimulationen (n=1051)
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Abbildung 4 - Nebenwirkungen aller Stimulationen
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Wichtige Einflussfaktoren fir das Auftreten von Nebenwirkungen waren das
Spendezentrum sowie Geschlecht des Spenders. Im Folgenden wird daher die
Haufigkeit des Auftretens mindestens einer Nebenwirkung getrennt nach Zentrum
und Geschlecht angegeben.

Nebenwirkungen nach Zentrum und Geschlecht

(nur 1. Spende)
80

OW Keine NW
OM Keine NW
tawmtnw [ | [ — — — ]
H M mit NW

04— — — — — — ]

s0{— — — — 4

Anzahl Spender
B
o

Spendezentrum

Abbildung 5 - Nebenwirkungen der 1. Spende nach Zentrum und Geschlecht

3.3. Einfaktorielle Suche nach Einflussvariablen

Im ersten Schritt wurde einfaktoriell fir jeden der Einflussfaktoren im reduzierten
Spenderkollektiv  der Einfluss auf die Zielvariablen Stimulations- und
Separationserfolg untersucht. Diese Ergebnisse beruhen jedoch auf der -
ungepriften — Vermutung, dass jeweils nur ein Einflussfaktor eine Wirkung auf die
Zielvariablen Stimulations- und Separationserfolg hat. Somit missen diese

Ergebnisse noch in multifaktoriellen Verfahren auf ihre Gultigkeit gepruft werden.

3.3.1. Alter

Fur das Alter der Spender, eingeteilt in vier Klassen, konnte kein Einfluss auf den
Erfolg der Stimulation mit G-CSF aufgezeigt werden (Wilcoxon-Test: p=0,3362,
Median-Test p=0,5349).
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Der Einfluss des Alters von Spendern in vier Klasse auf den Erfolg der Separation
wurde ohne klaren Hinweis auf einen Unterschied der Klassen untersucht (Wilcoxon-
Test: p=0,0566, jedoch Median-Test p=0,4038). Diese deutliche Differenz der p-
Werte deutet auf nicht erfillte Vorraussetzungen fir die Anwendung des Wilcoxon-
Tests hin, der damit ohne Aussage bleibt.

Bezuglich der in dieser Studie gewonnenen Daten kann somit kein Hinweis gefunden
werden, dass das Alter einen Einfluss auf den Stimulations- bzw. Separationserfolg

haben kdnnte.

3.3.2. Geschlecht

Es findet sich ein deutlicher Hinweis, dass der Erfolg der Stimulation vom Geschlecht
des Spenders abhangen kénnte (Wilcoxon- und Median-Test p<0,0001).

Betrachtet man die mittleren Rangsummen der Geschlechter, so hat das weibliche
mit 215 einen deutlich hoheren mittleren Rang inne als das mannliche mit 153. Somit
haben Frauen eine merklich héhere Leukozytenzahl nach der ersten Stimulation als
Manner. So liegt der Median der Leukozytenzahl unmittelbar vor der Spende bei
weiblichen Spendern bei 30,1 x10%1, bei mannlichen Spendern dagegen nur bei 25,4
x 10°/1.

Wird der Einfluss des Geschlechts auf die Ergebnisse der Separation untersucht, so
finden sich im Wilcoxon-Test p=0,0800 und im Median-Test p=0,0781. Hier lasst sich
ein moglicher Zusammenhang vermuten, der jedoch nicht so deutlich ist wie der

Einfluss des Geschlechts auf den Stimulationserfolg.

3.3.3. Spendezentrum

Die Auswirkungen der unterschiedlichen Spendezentren auf Zielvariablen sind bei
einer multizentrischen Studie zu erwarten und so bildet auch die vorliegende keine
Ausnahme. Wie bereits beschrieben wurde aus den sechs kleinsten Zentren der ein
gemeinsames Zentrum gebildet und bei der Analyse ebenso wie die anderen Zentren
bericksichtigt. Sowohl die Ergebnisse des Wilcoxon-Tests (p= 0,0007) wie auch des
Median-Tests (p=0,0016) sprechen deutlich fir einen Einfluss des Zentrums auf den
Stimulationserfolg.

Auch bei der Untersuchung der Separationserfolge ergaben sich Unterschiede
zwischen den verschiedenen Spendezentren. Der Wilcoxon-Test und der Median-
Test, beide mit p<0,0001, legen den deutlichen Einfluss des Spendezentrums auf die

Ergebnisse der Zellseparation offen.
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3.3.4. G-CSF-Typ

Untersucht wurden gemeinsam die Spenderkollektive zweier Zentren, in denen beide
G-CSF-Typen zum Einsatz kamen (Zentren 12 und 14).

Dabei waren keine Auswirkungen des eingesetzten G-CSF-Typs auf den
Stimulationserfolg erkennbar (Wilcoxon-Test p=0,6912, Median-Test p=0,8385).
Hinsichtlich des Separationserfolgs ergibt sich jedoch ein anderes Bild: Mit p=0,0002
im Wilcoxon-Test und p=0,0005 im Median-Test scheint der G-CSF-Typ einen
deutlichen Einfluss auf die Separationsergebnisse auszuiiben. Bei Spendern, die mit
Filgrastim konditioniert wurden, erzielte die Separation im Mittel eine hdhere

Granulozytenzahl als bei Spendern, die Lenograstim erhielten.

3.4. Multifaktorielle Suche nach Einflussvariablen

Die univariate Untersuchung der Einflisse auf die Zielvariablen Stimulations- und
Separationserfolg muss unter dem Vorbehalt der wechselseitigen Beeinflussung
verschiedener Faktoren betrachtet werden.

Bildeten fir die univariate Suche noch die Spenden aus 13 Zentren die
Datengrundlage, konnten fir die multifaktorielle Suche die Spender von lediglich den
Zentren 12 und 14 einbezogen werden, da nur in diesen beide G-CSF-Typen
eingesetzt wurden. Die Faktoren Geschlecht, Spendezentrum und G-CSF-Typ
einschlie3lich deren mdglicher Wechselwirkungen wurden auf ihren Einfluss auf den
Stimulations- bzw. Separationserfolg untersucht. Zunachst wurde die mehrfaktorielle
Varianzanalyse  eingesetzt, erzielte  Ergebnisse  wurden jedoch  mit

nichtparametrischen Verfahren kontrolliert.

3.4.1. Stimulationserfolg

In Bezug auf den Stimulationserfolg ergaben sich Hinweise fir das Vorliegen einer
Wechselwirkung zwischen Geschlecht und Spendezentrum  (Pceschiecht  x
spendezentrum=0,0301). Von den Voraussetzungen zur Anwendung der multifaktoriellen
Varianzanalyse, namlich Normalverteilung der Werte, kann jedoch nicht
ausgegangen werden. So wurden die Ergebnisse mit nichtparametrischen Verfahren
Uberprift (Wilcoxon-Test p=0,0027, Median-Test p=0,0013). Es fand sich in einem
Spendezentrum  ein  deutlicher  geschlechtsabhéangiger  Unterschied im
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Stimulationserfolg zugunsten des weiblichen Geschlechts, wahrend sich im anderen
Zentrum kein wesentlicher Unterschied zwischen den Stimulationsergebnissen der
beiden Geschlechter zeigte.

Dargestellt ist der Median der Stimulationserfolge beider Geschlechter in

Abhangigkeit vom Spendezentrum.

Einfluss des G-CSF-Typs auf das Stimulationsergebnis
Wechselwirkung Zentrum x Geschlecht
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Abbildung 6 - Stimulationsergebnis: Wechselwirkung Zentrum x Geschlecht

Fur den G-CSF-Typ mit den Auspragungen Filgrastim und Lenograstim konnten
keine Hinweise auf einen Einfluss auf das Stimulationsergebnis gefunden werden,
Pe-csr-Typ=0,6580. Auch findet sich kein Hinweis auf eine Wechselwirkung zwischen
dem G-CSF-Typ einerseits und auf der anderen Seite dem Geschlecht (ps.csr-typ x
Geschlecht=0,6030), dem Spendezentrum (Pe-csr-Typ x Spendezentrum=0,5434) oder beiden

Zusammen (pG-CSF-Typ x Geschlecht x Spendezentrum:0,6678)-

3.4.2. Separationserfolg

Ebenso wurde nach Einflussfaktoren wie dem G-CSF-Typ, dem Geschlecht und dem

Spendezentrum auf den Separationserfolg gesucht.

Mit Hilfe der multifaktoriellen Varianzanalyse fanden sich fur diese Daten Hinweise

auf eine Wechselwirkung von Spendezentrum und G-CSF-Typ (Pc-csk-typ x

spendezentrum=0,0040). Die nichtparametrische Uberprifung der Wechselwirkung ergab

bestéatigend p<0,0001 fiur den Wilcoxon-Test und p=0,0005 fiir den Median-Test. So
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fuhrte in einem Zentrum eine Spende nach Gabe des G-CSF-Praparat Filgrastim zu
héheren Zellausbeuten als Spenden, vor denen mit Lenograstim konditioniert wurde.
Dieser Unterschied lasst sich jedoch im anderen Spendezentrum nicht beobachten.
Das Geschlecht hatte keinen Einfluss auf den Separationserfolg (Pceschiecnt=0,5412)
und es ergaben sich keine Hinweise auf Wechselwirkungen des Einflussfaktors G-
CSF-Typ und dem Geschlecht (pe-cse-Typ x Geschlechit=0,2383), dem Geschlecht und
dem Spendezentrum (Pgeschiecht x Spendezentrum=0,3831) oder einer dreifachen
Wechselwirkung (Pe-csr-Typ x Geschlecht x Spendezentrum=0,7788).

Dargestellt wird der Median der Separationserfolge fur beide G-CSF-Typen in

Abhangigkeit vom Spendezentrum.

Einfluss des G-CSF-Typs auf das Separationsergebnis
Wechselwirkung Zentrum x G-CSF-Typ
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Abbildung 7 - Separationsergebnis: Wechselwirkung Zentrum x G-CSF-Typ

3.5. Zusammenhang von Stimulations- und Separationserfolg

Die Fragestellung nach einem Zusammenhang zwischen den Erfolgen von
Stimulation einerseits und Separation andererseits kann wegen bekannten
Zentrumseffekten nur innerhalb einzelner, mdglichst grol3er Spendezentren
nachgegangen werden. In der Spearman-Rangvarianzanalyse ergab sich fur die vier
untersuchten Zentren ein klarer Zusammenhang zwischen einem hohen

Stimulationsergebnis und dem Erfolg einer folgenden Separation.
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Zentrum G-CSF-Praparat | p-Wert Anzahl Spender
Zentrum 7 Lenograstim p<0,0001 49
Zentrum 14 Lenograstim p=0,0350 39
Zentrum 6 Filgrastim p<0,0001 60
Zentrum 10 Filgrastim p=0,0018 23

Tabelle 8 - Zusammenhang Stimulation- und Separationserfolg

Alle Korrelationskoeffizienten zeigen einen gleichsinnigen, positiven Zusammenhang

zwischen Stimulationserfolg und Separationserfolg.

3.6. Einfluss  wiederholter Spende auf Stimulations- und
Separationserfolg

Die Untersuchung des Einflusses mehrfacher Spenden auf die Zielvariablen
Stimulations- und Separationserfolg geschah auf zweifache Weise. Die beiden
Ansatze werden zunachst getrennt betrachtet, dann wird Uberprift, ob deren

Ergebnisse Ubereinstimmen.

3.6.1. Erster Ansatz: ein Zentrum, keine Einflussvariablen

Wie die vorangegangenen Ergebnisse gezeigt haben, beeinflussen einige Faktoren
neben der zu untersuchenden Spendezahl das Ergebnis von Stimulation und
Separation. Bereits beschrieben wurden das Geschlecht, das Spendezentrum und
der G-CSF-Typ. Um diese Einflisse aus dieser Untersuchung herauszuhalten,
wurden nur Gruppen untersucht, in denen jeweils nur Spender desselben
Geschlechts, Zentrums und mit einem G-CSF-Typen stimuliert worden waren. Diese
wiederum mussten drei oder mehr Spenden abgegeben haben. Dabei sollten die
Stichprobenumfange in den Gruppen nicht zu klein werden.

Als Testgruppen fanden sich somit die 47 mannlichen Spender des Zentrums 6, hier
kam Filgrastim zum Einsatz, und die 26 mannlichen Spender des Zentrums 14, die
mit Lenograstim vorbereitet wurden.

Mit Hilfe der Friedman-Rang-Varianzanalyse fand sich fiir beide Zentren und beide
Zielvariablen ein Einfluss der wiederholten Spenden. Dabei findet sich beim

Stimulationserfolg in beiden Zentren eine deutliche Abhangigkeit von der Spendezahl
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ebenso wie bei dem Separationserfolg, der vielen nicht erfassbaren Einflissen

unterliegt.
i ) p-Wert p-Wert
Zentrum n G-CSF-Typ Stimulationserfolg | Separationserfolg
6 a7 Filgrastim p<0,0001 p<0,0001
14 26 Lenograstim | p<0,0001 p=0,0034

Tabelle 9 - Wiederholtes Spenden - 1. Ansatz

Betrachtet man die Ergebnisse der Anschlusstests, in denen nicht nur global nach
Unterschieden der drei Spenden gesucht wird, sondern die die einzelnen Spenden
miteinander vergleichen, so findet man eine Steigerung des Stimulationserfolgs von
Spende zu Spende in beiden Zentren (p jeweils <0,01). Fur den Separationserfolg
zeigt das Zentrum 6 ebenfalls eine deutliche Steigerung der Granulozyten im
Praparat von Spende zu Spende (p jeweils <0,0001), im Zentrum 14 konnte kein
Unterschied zwischen der ersten und zweiten Spende aufgezeigt werden, die dritte
war jedoch klar erfolgreicher als jede der vorhergehenden (p jeweils <0,0001).

Die genauen Ergebnisse der Anschlusstests finden sich im Anhang (Kap. 8.2.4).

3.6.2. Zweiter Ansatz: mehrere Zentren, mit Wechselwirkung

Als Erganzung zum obigen Losungsansatz, mit dessen Hilfe der Einfluss der
Spendezahl nur innerhalb bezlglich Geschlecht, Zentrum und G-CSF-Typ
homogener Gruppen untersucht wurde, wurde hier ein grof3eres Spenderkollektiv aus
mehreren Zentren gebildet. Um die vorige, eher enge Spenderauswahl zu erweitern,
wurde ein weiterer Ansatz gewahlt. Es wurden zwei Gruppen gebildet, und zwar nach
dem eingesetzten G-CSF-Typ, in die Spender der jeweils grofdten Zentren
einbezogen wurden. Weibliche Spender fanden sich in zu geringer Zahl und wurden
daher nicht in diese Auswertung einbezogen. Das Prozessdiagramm gibt einen

Uberblick Giber die Auswahl und Zuordnung der Spender fiir diese Auswertung.
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Reduziertes
Spenderkollektiv
(n=330)

Filgrastim-Gruppe Lenograstim-Guppe
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Entfernen der kleineren, nicht auswertbaren Zentren

Zentrum 7
Zentrum 14
(n=118)

Zentrum 6
Zentrum 10
Zentrum 13
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(n=106) Zentrum 13 ||
(n=102) | |

Abb. 8 - Flussdiagramm Datenauswahl zur Untersuchung der Mehrfachspende

Um die Anzahl der Einflussfaktoren und deren Wechselwirkungen im Modell
einzuschranken wurde hierbei lediglich die erste mit der dritten Spende verglichen,
indem die Differenzen der Zielvariablen gebildet wurden. Da nicht von einer
Normalverteilung ausgegangen werden konnte, kamen nicht-parametrische
Verfahren zum Einsatz. Dabei wurde der Vorzeichen-Test fur die Untersuchung des
Effektes der Spende, unabhangig vom Zentrum, eingesetzt, nach Wechselwirkungen
zwischen Spendezahl und Zentrum wurde mit dem Median-Test gesucht.

Ein positiver Effekt der wiederholten Spende auf den Stimulationserfolg findet sich in

allen Zentren und bei beiden G-CSF-Typen (p<0,0001). Wechselwirkungen mit dem
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Spendezentrum sind durchaus zu erwarten, wie vorherige Auswertungen gezeigt
haben. Dies wirde bedeuten, dass sich das Ausmal3 dieses Effektes in den
einzelnen Spendezentren unterscheidet. In der Lenograstim-Gruppe findet sich diese
Wechselwirkung auch (p=0,0011), in der Filgrastim-Gruppe, in der Spenden aus drei
Zentren ausgewertet wurden, kann ein Effekt des Zentrums nicht gezeigt werden
(p=0,6044).

Die Grafik zeigt exemplarisch die Boxplots der ersten und dritten Spende aus der
Filgrastim-Gruppe. Dazwischen abgebildet ist ein Graph der Differenzen von dritter
und erster Spende aller einbezogenen Spender. Eine Auftrennung nach Zentren
wurde nicht vorgenommen, da in dieser Gruppe kein Effekt des Spendezentrums

gezeigt wurde.

Stimulationserfolg 1. und 3. Spende, G-CSF-Typ Filgrastim, mehrere Zentren
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Abbildung 9 - Mehrfachspende und Stimulationserfolg

Auch auf den Separationserfolg bt eine wiederholte Spende einen positiven Einfluss
aus (p<0,0001 in der Filgrastim-Gruppe und p=0,0541 in der Lenograstim-Gruppe).
Wie beim Stimulationserfolg muss auch hier prinzipiell von einer Wechselwirkung mit
dem Spendezentrum ausgegangen werden. Mit p=0,0855 in der Lenograstim-
Gruppe bzw. sogar p=0,2021 in der Filgrastim-Gruppe kann dieser bereits bekannte
Effekt aber hier nicht so deutlich wie in der univariaten und multifaktoriellen

Auswertung gezeigt werden.
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Gezeigt wird ein Boxplot des Separationserfolgs der ersten und dritten Spende aus
der Filgrastim-Gruppe mit den gebildeten Differenzen.

Separationserfolg 1. und 3. Spende, G-CSF-Typ Filgrastim, mehrere Zentren
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Abbildung 10 - Mehrfachspende und Separationserfolg

Insgesamt decken sich die Ergebnisse der beiden gewdahlten Ansatze zur Frage des
Einflusses wiederholter Spenden und zeigen einen positiven Einfluss von Spenden in
Aphereseserien sowohl auf das Ergebnis der Stimulation als auch auf den
Separationserfolg.

3.7. Nebenwirkungen

3.7.1. Einflusse auf das Auftreten von Nebenwirkungen
Das Auftreten von Nebenwirkungen wurde auf die Einflisse von Alter, Geschlecht,

Spendezentrum sowie der verabreichten G-CSF-Dosis und dem resultierenden
Stimulationserfolg gepruft. Fir diese bivariaten Untersuchungen wurden alle in die
Studie eingeschlossenen Spender herangezogen.

Das Geschlecht des Spenders hat auf das Auftreten einer Nebenwirkung einen

Einfluss (exakter Test nach Fisher: p=0,0342). Die relativen Haufigkeiten des
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Auftretens von Nebenwirkungen in den Geschlechtsklassen zeigt, dass Frauen mit
60,0% deutlich haufiger als Manner mit 44,3% Nebenwirkungen angaben.
Hinsichtlich des Einflusses des Spendezentrums finden sich auch hier deutliche
Effekte (Chi-Quadrat-Test: p<0,0001).

Der Einfluss des Spenderalters auf das Auftreten von Nebenwirkungen wurde
untersucht, indem die vier bereits definierten Altersklassen untersucht wurden. Es
finden sich hier Hinweise auf eine unterschiedliche Haufigkeit von Nebenwirkungen
in den Altersklassen (exakter Test nach Fisher: p=0,0627). So haben 53,4% bzw.
50,4% der Spender in der Alterklasse der unter 30-Jahrigen bzw. der 30 bis 39-
Jahrigen Nebenwirkungen beklagt, jedoch nur 36,9% der Spender in der Klasse der
40 bis 49-Jahrigen bzw. 42,4% in der Alterklasse der tber 50-J&hrigen.

Weiterhin ist denkbar, dass die G-CSF-Dosis, die dem Spender zur Konditionierung
verabreicht wurde, auch einen Einfluss auf das Auftreten von Nebenwirkungen hat.
Dazu wurden nach der Gewichtsdosis drei Klassen gebildet und auf Unterschiede
hinsichtlich der Haufigkeit des Auftretens von Nebenwirkungen gesucht. Der exakte
Test nach Fisher (p=0,8182) lieferte keinen Hinweis flr einen Einfluss der
applizierten G-CSF-Dosis.

Ein Zusammenhang der aufgetretenen Nebenwirkungen mit dem Stimulationserfolg
in nach den Quartilen gebildeten Klassen wurde ebenfalls untersucht. Ein Ergebnis
von p=0,1564 im exakten Test nach Fisher spricht nicht fir einen Zusammenhang
des Auftretens mindestens einer Nebenwirkung und dem Erfolg der Stimulation.
Somit kann nicht davon ausgegangen werden, dass die Nebenwirkungen unmittelbar

mit der Zahl der zirkulierenden Granulozyten zusammenhéangen.

3.7.2. Nebenwirkungen und wiederholtes Spenden

Die Frage nach dem Einfluss wiederholter Spenden auf das Auftreten von
Nebenwirkungen wurde anhand der Spenderangaben zu Nebenwirkungen anlasslich
der ersten und dritten Spende untersucht. Hierbei wurde speziell die Frage
untersucht, ob sich Nebenwirkungen h&aufiger bei der ersten oder dritten Spende
einstellen. Der McNemar-Test gibt mit p=0,1396 keinen Hinweis auf ein haufigeres
Auftreten von Nebenwirkungen zu Beginn oder zum Ende eines Spendezyklus hin.

Die Tabelle zeigt die zugehorige Vierfeldertafel. Fettgedruckt sind die Felder der
Gruppen, in denen Nebenwirkungen nur in der ersten bzw. dritten Spende

aufgetreten sind.
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Dritte Spende
Keine NW  NW Summe
Erste Keine NW 83 39 122
Spende |\ 27 62 89
Summe 110 101 211

Tabelle 10 - Wiederholtes Spenden und Nebenwirkungen

3.8. Sicherheit und Komplikationen

Im Verlauf der Studie wurden insgesamt 1115 Spendevorgange dokumentiert.
Komplikationen und Spendeabbriche wurden dokumentiert. Es wurden 13
Spendevorgange abgebrochen, davon funf aus Grunden, die nicht im Bereich es
Spenders lagen, beispielsweise bei klinischer Besserung oder verstorbenem
Patienten. In drei Fallen kam es zu einer Hamatombildung, die zum vorzeitigen
Spendeabbruch fuhrte, in zwei Féllen konnte die Spende aufgrund eines Set- oder
Geratedefekts nicht durchgefiihrt werden. In drei Féallen wurde zur Sicherheit des
Spenders von einer Spende abgesehen (zu niedriger Ausgangs-Hb-Wert und
Spender mit akutem Infekt), in einem Fall kam es zu Herzrhythmusstérungen, so
dass die Spende abgebrochen werden musste.

In zusatzlichen sechs Féllen traten leichte und beherrschbare Komplikationen auf, so
z.B. Kribbeln oder Warmegefihl beim Spender, die Spende konnte jedoch

durchgeftihrt werden.

Komplikationen Anzahl

Abbruch aus Empfangergriinden 5

Abbruch wegen Hamatombildung

Gerate- oder Setdefekt

Abbruch zur Sicherheit des Spenders

D W IN| W

Leichte, beherrschbare Komplikationen
(Spende durchgefhrt)

Tabelle 11 - Komplikationen und Spendeabbriche

Somit konnte aus Griunden, die im Bereich der Spende liegen, in acht von 1110
Spenden kein Praparat hergestellt werden, was eine Ausfallquote der

Granulozytapherese von 0,72% bedeutet.
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3.9. Nachuntersuchungen

Die nach zwei bis vier Wochen durchgefiihrte Nachuntersuchung wurde von 291 von
415 Spendern wahrgenommen. Auffalligkeiten fanden sich bei 36 von ihnen (13%).
Auffallige Befunde wurden in die Kategorien Veranderungen des weil3en Blutbilds,
Veranderungen bei anderen Laborwerten, Auftreten von Juckreiz, sonstige klinische
Beschwerden sowie Anderes unterteilt. Nachstehend findet sich eine Ubersicht tber

die auffalligen Befunde der ersten Nachuntersuchung in den finf Kategorien.

Kategorie 1. Nachuntersuchung 2. Nachuntersuchung
g (n=291) (n=171)

Veradnderungen des 11 5
weil3en Blutbilds
Veranderungen bei

8 12
anderen Laborwerten
Auftreten von Juckreiz 5 3
sonstige klinische 8 5
Beschwerden
Anderes 4 2
Summe 36 24

Tabelle 12 - pathologische Befunde der Nachuntersuchungen

Mit 12 Mitgliedern ist die Kategorie der Verdnderungen des weil3en Blutbilds die
bedeutendste. In ihr fanden sich vier Félle von Leukopenie (unter 3000 /ul), drei von
Neutropenie (unter 1500/ul), vier Monozytosen (Uber 10% in der Differenzierung)
sowie zwei Falle von relativer Eosinophilie (Uber 5% in der Differenzierung). Ein
Patient mit einer relativen Eosinophilie und einer Monozytose wurde doppelt
aufgezahlt. In der Kategorie anderer Laborwertverdnderungen finden sich unter
anderem sechs Falle von Anamie (Hb unter 12,5 g/dl). Uber Juckreiz klagten vier
Spender, diese Nebenwirkung kénnte durch das als Sedimentationsbeschleuniger
zugesetzte HAES hervorgerufen worden sein. Eine genaue Ubersicht tber die
pathologischen Befunde der Nachuntersuchung findet sich im Anhang (Kap. 8.2.3).

Die zweite Nachuntersuchung fand zwei Jahre nach der letzten Granulozytapherese
statt. An ihr nahmen 171 Spender teil, 53 gaben an, fur sie nicht zur Verfigung zu
stehen. Von den 171 Untersuchungen fielen bei 24 Spendern (14,0%) pathologische
Befunde auf. Dargestellt sind die Auffalligkeiten bei der zweiten Nachuntersuchung in
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den funf bereits benannten Kategorien. Die genaue Auflistung der Befunde findet
sich im Anhang (Kap 8.2.3).

So war in zwei Fallen das Differenzialblutbild auffallig, und zwar mit einer Leukopenie
und einer Monozytose. Diese Spender waren in der ersten Nachuntersuchung beide
in Labor und koérperlicher Untersuchung unauffallig. In der Kategorie der anderen
Laborwertauffalligkeiten finden sich keine besonderen Haufungen, es sind leichte
Erhéhungen der Leber- und Retentionswerte, leichte Elektrolytschwankungen und
Abweichungen bei der Gerinnung zu nennen. Uber langer anhaltenden Juckreiz
klagten drei Spender, von denen nur einer zum Zeitpunkt der zweiten
Nachuntersuchung noch Uber gelegentlichen Juckreiz berichtete.

Da es sich beim Juckreiz um eine besonders unangenehme Nebenwirkung handelt,
findet sich in der untenstehenden Tabelle eine Ubersicht aller Spender, die liber
Juckreiz berichteten. Wie Tabelle 13 zeigt, konnte bei keinem der Spender

anhaltender Juckreiz bei beiden Nachuntersuchungen gefunden werden.

Spender- Juckreiz —Anamnese
Nr.
nach 2 — 4 Wochen nach 2 Jahren
33 Juckreiz, Pickel Nicht nachuntersucht
140 1 Woche Juckreiz nein
146 nein ca. 6 Monate Juckreiz
259 nein ca. 3 Monate Juckreiz
260 Generalisierter Juckreiz nein

Rezidivierend Juckreiz am Rucken, ca.

279 nein alle 3 Wochen

375 Intermlttlefend Juckreiz Nicht nachuntersucht
Ricken

388 1 Woche Juckreiz Nicht nachuntersucht

Tabelle 13 - Auftreten der Nebenwirkung Juckreiz
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4. Diskussion

4.1. Spenderkollektive

Die Demographie der Spenderkollektive zeigt tUber alle Zentren eine deutliche
Uberzahl an mannlichen gegeniiber weiblichen Spendern. Zun&chst ist dieses
Ungleichgewicht fir die statistische Untersuchung der Daten zum Nachteil, da die
Gruppe der Frauen fur einige Fragestellungen zu klein war, um sie sinnvoll
auszuwerten. Dies trat beispielsweise bei der Suche nach dem Zusammenhang
zwischen Stimulationserfolg und Separationserfolg oder dem Einfluss wiederholter
Spenden auf und fuhrte zu einem Ausschluss der wenigen verbliebenen weiblichen
Spender aus den Daten. Gravierender als der Ausschluss von wenigen Spendern
wiegt jedoch, dass keine Aussagen uber das weibliche Geschlecht zu diesen
Fragestellungen gemacht werden konnen. Gerade die noch zu er¢rternde Frage, ob
Frauen durch ihre hohere Leukozytenzahl nach der Stimulationsbehandlung mit G-
CSF die ,besseren” Spender als Manner sind, wird durch die geringe Anzahl von
Frauen im Spenderkollektiv schwerer zu beantworten.

Der Umstand, dass die Mehrzahl der nicht mit dem Empfanger verwandten
Granulozytenspender aus dem Pool der auch Uberwiegend mannlichen
Thrombozytenspender stammt, koénnte die geringe Anzahl von Frauen bei der
Granulozytenspende erklaren. Zudem gehen dem Granulozytenspender bei der
Zellseparation auch Erythrozyten verloren, und gerade fir Frauen, die physiologisch
einen niedrigeren Hamoglobinwert aufweisen, kann dies bei einer Aphereseserie zu
einer Spendeuntauglichkeit durch eine Anamie fuhren. Dies trat auch im Rahmen der
Studie bei einer von insgesamt 56 Spenderinnen auf.

Ein weiterer Grund daflr, dass nicht mehr Frauen zur Granulzytenspende rekrutiert
werden, kdonnte das erhohte Auftreten von Nebenwirkungen darstellen. So klagten
60,0% der Frauen jedoch nur 44,3% der Manner nach der ersten Spende Uber
Nebenwirkungen.

Eine Bereitschaft fur die Spende trotz der erwarteten und erlebten Nebenwirkungen
besteht dabei durchaus bei fast allen Spendern. Indiz hierfur sind die haufigen
Aphereseserien, wobei von den 415 teilnehmenden Spendern 323 Spender mehr als

eine Spende abgaben, 130 Spender sogar vier oder funf Male spendeten. Die grol3e
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Mehrheit der Spender gab Uberdies an, zu weiteren Granulozytenspenden nach
Stimulation mit G-CSF zur Verfugung zu stehen (98,7%).

Hinsichtlich der Altersstruktur der Spender lasst sich sagen, dass die Alterklassen
der Unter-30-Jahrigen, der 30-39-Jahrigen und der 40-49-J&hrigen in etwa gleich
stark besetzt sind, jedoch altere Spender, 50 Jahre und alter, nur auf etwa ein Drittel
der anderen Klassen kommen.

Bei der Rekrutierung der Spender kénnte durchaus auch vermehrt auf die Gruppen
der Frauen und Alterer Spender zuriickgegriffen werden, gibt es doch keine Hinweise

auf vermehrte Risiken oder schlechtere Ergebnisse.

4.2. Stimulationserfolg

Bereits angesprochen wurde der Einfluss des Geschlechts auf den
Stimulationserfolg. Beim weiblichen stellten sich hdhere Leukozytenzahlen nach
Konditionierung mit G-CSF ein (p<0,0001), wie die univariate Untersuchung zeigte.
In der multifaktoriellen Auswertung muss dieses klare Ergebnis ein wenig
eingeschrankt werden. Hier zeigte sich eine Wechselwirkung des Geschlechts mit
dem Spendezentrum. Es lasst sich jedoch Uber alle Spender durchaus ein positiver
Effekt des weiblichen Geschlechts erkennen, in den beiden multifaktoriell
untersuchten Zentren ist dieser Effekt allerdings unterschiedlich stark ausgepragt. Ist
der Stimulationserfolg im Zentrum 12 bei Frauen deutlich héher als bei Mannern,
zeigt sich im Zentrum 14 allenfalls ein geringer — und mdglicherweise statistisch
zufalliger — Vorsprung der Frauen vor den Mannern bei der Leukozytenzahl nach G-
CSF-Gabe. Eindeutig feststellen lasst sich jedoch, dass Frauen kein schlechteres
Stimulationsergebnis aufweisen als Manner. Daher wéare eine vermehrte
Rekrutierung von Frauen zur Granulozytenspende sicherlich nicht zum Nachteil.
Einerseits kénnte die hier aufgekommene Vermutung durch eine gréf3ere Datenbasis
gestarkt werden, andererseits sind die hergestellten Praparate nicht von schlechterer
Qualitat, es muss eher das umgekehrte vermutet werden, namlich dass weibliche
Spender eine hohere Granuloyztenernte erwarten lassen.

Ein Blick auf die verabreichte G-CSF-Dosis zeigt, dass gewichtsadaptierte Dosen
von 3,3 — 6,6 Hg/kg KG zuverlassig Leukozytenzahlen von 21 — 30 x 10° WBC/I
(angegeben erstes und drittes Quartil) bewirken. Dabei ist im Korridor der
eingesetzten G-CSF-Dosis kein Unterschied zwischen hdheren oder niedrigeren

Dosierungen nachweisbar. Ziel dieser Studie war jedoch nicht die Untersuchung
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verschiedener Stimulationsprotokolle, daher kdnnen nur begrenzt Aussagen
diesbeziglich getroffen werden. Die Praxis der Stimulation von Spendern geht in den
einzelnen Zentren immer noch auseinander, beispielsweise was den Einsatz von
Kortikosteroiden anbetrifft. Ihr Einsatz konnte im Rahmen dieser Studie leider nicht
betrachtet werden, da sie zu selten eingesetzt wurden, méglicherweise aufgrund des
Verdachts, sie kdonnten im Zusammenhang mit der Entwicklung von Katarakten
stehen.

Auch zwischen den Préaparaten Filgrastim und Lenograstim konnte kein Unterschied
gezeigt werden. Beide Praparate erscheinen gleich gut zur Spenderkonditionierung
geeignet, ebenso besteht preislich und bezluglich der Verfigbarkeit kein
nennenswerter Unterschied.

Ein wichtiger Einflussfaktor auf das Stimulationsergebnis ist das Spendezentrum.
Unterschiede in den Stimulationserfolgen der verschiedenen Zentren sind durchaus
im Rahmen einer multizentrischen Studie zu erwarten. Dennoch stellt sich die Frage,
ob vielleicht die kleineren Zentren gegeniber den grof3eren schlechter abschneiden.
Betrachtet man die Rangsummen im Wilcoxon-Test, so findet man grol3e Zentren mit
niedrigen mittleren Rangsummen, so z.B. das zweitgr63te Zentrum mit 135, das aus
den sechs kleinsten Zentren gebildete ,Uberzentrum® jedoch mit einer mittleren
Rangsumme von 203,8. Es kann bezlglich des Stimulationserfolgs also nicht auf
eine Art Erfahrung oder Lernkurve geschlossen werden, die unmittelbar die
Ergebnisse eines Zentrums verbessert. Vielmehr missen andere, unbekannte
Ursachen fur die Zentrumseffekte angenommen werden.

Wie die Untersuchungen zeigen, stellen wiederholte Spenden, etwa im Rahmen
einer  Aphereseserie, einen  durchaus positiven Einfluss auf die
Stimulationsergebnisse dar. Wird Spendern in kurzer Folge wiederholt G-CSF
injiziert, so steigt deren Leukozytenzahl auf deutlich hohere Werte an als bei der
ersten Gabe. Dieser Effekt kann und sollte durchaus genutzt werden, zumal es
keinen Hinweis auf zunehmende Beschwerden oder Risiken durch den wiederholten
Einsatz von G-CSF in der hier verwendeten Dosierung beim Spender gibt.

4.3. Separationserfolg

Der Erfolg einer Zellseparation unterliegt vielen Einflissen, die nicht in dieser Studie
erfasst werden kdnnen. So arbeitet verschiedenes Personal mit den Geréaten und es

kommen verschiedene Melimethoden zum Einsatz.
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Um trotz dieser vielfachen Einflisse Aussagen uber Faktoren zu treffen, die den
Separationserfolg betreffen, soll zunachst der Zusammenhang mit dem Erfolg der
Stimulationsbehandlung betrachtet werden.

Die Vermutung oder intuitive Schlussfolgerung, dass ein hohes Stimulationsergebnis
automatisch auch ein gutes Separationsergebnis erwarten lasst, konnte bestatigt
werden. In allen vier untersuchten Spendezentren fand sich hier ein deutlicher,
positiver Zusammenhang (in drei Zentren p<0,0001 und in einem p=0,0350). Dieser
Effekt konnte aufgrund der geringen Anzahl von Spenderinnen gerade an den
grol3en Zentren nur bei mannlichen Spendern gezeigt werden, es gibt jedoch keine
sinnvolle  Erklarung  fir  geschlechtsspezifische  Unterschiede an  der
Apheresemaschine.

Prinzipiell ist der Zusammenhang von der Leukozytenzahl vor Apherese mit der
gesammelten Zellzahl lange bekannt und der Grund fir jegliche medikamentdse
Vorbereitung des Spenders. Interessant anzumerken ist, dass sich dieser Effekt auch
innerhalb  dieser Studie zeigt, in der ein weitgehend einheitliches
Stimulationsprotokoll umgesetzt wurde, das sich bereits als erfolgreich in der
Granulozytapherese erwiesen hat>’. Es zeigt sich somit, dass Sorgfalt und
Genauigkeit bei der Stimulation durchaus ihren Platz haben, aber auch, dass sich
moglicherweise geringe Anderungen bzw. Verbesserungen am Stimulationsprotokoll
durchaus in der Zellausbeute niederschlagen kénnen.

Den wohl bedeutendsten Einfluss auf den Separationserfolg hat das Spendezentrum.
Diese Tatsache verdeutlicht einerseits die bereits erwahnte Komplexitat des
Verfahrens, andererseits konnte insbesondere hier ein Austausch Uber das
Vorgehen einzelner Zentren und der Einsatz von individuell angepassten Verfahren
zu einer flachendeckenden Verbesserung der Qualitat von
Granulozytenkonzentraten fuhren.

Die multifaktorielle Untersuchung der Einflussvariablen auf den Separationserfolg
zeigte eine Wechselwirkung von G-CSF-Typ und Spendezentrum. So fand sich im
Zentrum 14 eine deutlich hohere Zellausbeute bei Spendern, denen Filgrastim
gegeben wurde gegeniber den Lenograstim-Spendern. Im Zentrum 12 fand sich
dagegen nur ein kaum nennenswerter Unterschied.

Interessant in diesem Zusammen erscheint ebenfalls, dass der G-CSF-Typ auf das
Stimulationsergebnis keinen Einfluss hat. Da aber Stimulation und Separation

zusammenhangen, erscheint dieser Effekt trotz seiner hohen Testwahrscheinlichkeit
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(mit bis zu p<0,0001 in der nichtparametrischen Bestéatigung der Wechselwirkung
von G-CSF-Typ und Spendezentrum) als wenig aufschlussreich. In der Literatur ist
uber eine unterschiedliche Wirkung von Filgrastim und Lenograstim auf den
Separationserfolg ebenfalls bisher nicht berichtet worden. Eine Uberpriifung des
Effekts an mehreren Zentren kdénnte hier klaren, doch dazu muissten diese beide G-
CSF-Praparate einsetzen, was in dieser Studie leider nur zwei Zentren taten.

Unterschiedliche Separationserfolge zwischen den Zentren lassen sich sicherlich
niemals vollig einebnen. Umso bedeutsamer Ilasst dieser Umstand andere,
beeinflussbare Faktoren werden. Als bedeutendster kann hier sicherlich die
Leukozytenzahl vor der Spende betrachtet werden, und Faktoren, die diesen

beeinflussen, wurden oben betrachtet.

4.4. Nebenwirkungen

Das Auftreten von Nebenwirkungen der Stimulationsbehandlung bei der
Granulozytenspende ist fur den Spender mit einer Belastung verbunden, die tber die
ublichen unerwtiinschten Effekte einer Zellseparation hinausgehen. Gerade die Gabe
des G-CSF mit seinen Nebenwirkungen und der seltene, aber unangenehme
Juckreiz, der nach dem Einsatz von HAES auftreten kann missen dem Spender
erklart und zugemutet werden kdnnen.

Spender, die haufiger Uber Nebenwirkungen berichteten, waren weiblichen
Geschlechts. Mit 60,0% klagten Frauen deutlich haufiger als Manner mit 44,3% uber
Nebenwirkungen. Die Ursache fir diesen Unterschied bleibt unklar. Ob dies
beispielsweise auf ein gemeinhin angenommen starker reagierendes Gefal3system
zurtckzufiuhren ist oder auf ein erhdhtes Korperbewusstsein, sei dahingestellt.

Die teils deutlichen Unterschiede von Nebenwirkungen in verschiedenen
Spendezentren spiegeln wohl eher wider, dass trotz der standardisierten Fragebdgen
unterschiedlich mit diesen verfahren wird. Das im medizinischen Anamnesegesprach
leider nicht uniblich suggestive Fragen kann sowohl zu positiven wie auch negativen
Angaben flhren.

In ihrer Studie fanden Price et al.™®, dass 72% ihrer mit G-CSF und Kortikosteroiden
stimulierten Spender tber Nebenwirkungen berichteten. Stroncek et al.*’ berichten
ebenfalls, dass 75% ihrer mit G-CSF und Kortikosteroiden behandelten Spender tber
mindestens eine Nebenwirkung klagten, bei den nur mit G-CSF stimulierten

Spendern waren es gar 85%. Diese beiden Studien geben hoéhere Werte fir das
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Auftreten von Nebenwirkungen an als in dieser Studie gefunden (44,3% bei Mannern
und 60,0% bei Frauen). Die im Rahmen dieser Studie befragten Spender waren tber
alle bekannten Nebenwirkungen aufgeklart und hatten in der Regel bereits eigene
Erfahrungen mit der maschinellen Zellseparation gemacht, was moglicherweise eine
vergleichsweise hohe Indolenz gegeniber aufgetretenen Nebenwirkungen
mitbegrinden kdnnte.

Hinsichtlich des Alters von Granulozytenspendern konnte gezeigt werden, dass
altere Spender uber weniger Nebenwirkungen berichten als jiingere dies tun. Uber
die Halfte aller Spender unter 40 Jahren klagten Gber das Auftreten mindestens einer
Nebenwirkung, bei den éalteren Spendern sank der Anteil auf 37% bei den 40 bis 49-
Jahrigen bzw. auf 42% bei den tber 50-Jahrigen.

Ein Faktor, der keinen Einfluss auf das Auftreten von Nebenwirkungen hatte, war die
verabreichte G-CSF-Dosis. Anzumerken ist, dass hier alle Spender untersucht
wurden, nicht nur Spender mit G-CSF-Dosen von 3,3 bis 6,6 pg/kg KG. Dabei lag die
miminale Dosis bei 2,4 ug/kg KG, die hdchste verabreichte bei 10 pg/kg KG.

Keinen Einfluss auf das Auftreten von Nebenwirkungen hatte die Ordnungszahl der
Spende, d. h. es war unerheblich fir das Auftreten von Nebenwirkungen, ob ein
Spender zum ersten oder zum dritten Mal stimuliert wurde. Dies unterstitzt
zusatzlich zur verbesserten Stimulierbarkeit und zu héheren Separationsergebnissen

die Durchfiihrung mehrer, konsekutiver Spenden in einer Aphereseserie.

4.5. Sicherheit und Zuverlassigkeit

Wichtige Bedenken und Vorbehalte der Granulozytapherese sind einerseits die
Sicherheit des Stimulationsverfahrens und die Zuverlassigkeit der Herstellung von
Praparaten mit gleich bleibend hoher Qualitat.

Bedenken hinsichtlich der Stimulation und Spende wurden in dieser Studie adressiert
und sowohl die Nebenwirkungen der Stimulation als auch die Ergebnisse der
Nachuntersuchungen liegen in einem Bereich, der die Risiken beim Einsatz von G-
CSF fur die Gewinnung von Granulozyten zur Transfusion uUberschaubar und
vertretbar erscheinen lasst. Die aufgetretenen Nebenwirkungen bei der Stimulation
sind vorwiegend leichter Natur und voribergehender Natur. Dass die Mehrzahl der
Spender (331 von 415) sich bereit erklarte, mehr als eine Spende abzugeben, zeigt,

wie die empfundene Bedeutung der Spende fur den Empfanger die erlebten
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Beschwerden Uberwog. Nach der Bereitschaft zu einer erneuten Spende und
Stimulation mit G-CSF befragt, gab mit 98,7% die grol3e Mehrheit der Spender ihr
Einverstandnis. Nun kann die subjektive Wahrnehmung des Spenders kein alleiniger
Mal3stab fur die Sicherheit eines Verfahrens sein, jedoch deckt sie sich in diesem
Fall mit den Ergebnissen der beiden Nachuntersuchungen, in denen keine
schwerwiegenden Ereignisse dokumentiert wurden. In der ersten Nachuntersuchung
nach zwei bis vier Wochen wurden zwar noch vereinzelt Beschwerden angegeben
und auch in den Laboruntersuchungen fanden sich pathologische Werte,
insbesondere bei der Leukozytendifferenzierung und auch beim Hamoglobin, das
Spendern nach einer Aphereseserie erkennbar verloren geht. In der zweiten
Nachuntersuchung nach zwei Jahren fanden sich nur noch Einzelfalle, darunter ein
Fall von Leukopenie und einer von Juckreiz, die sich inhaltlich mit der
Granulozytenspende in Verbindung bringen lie3en.

Diese Ergebnisse decken sich weitgehend mit denen anderer Langzeitstudien zur
Sicherheit von G-CSF bei kurzer Anwendung wie der Granulozyten- oder
Stammzellspende. So beobachtete eine italienische Gruppe 101 mit G-CSF
kurzfristig behandelte, gesunde Spender und fand nach mehr als drei Jahren keine
offensichtlichen Nebenwirkungen.*

Hinsichtlich der Zuverlassigkeit des Verfahrens ist nochmals der individuelle Aufwand
bei jeder einzelnen Spende, die gerichtet fur jeden Empfanger vorgenommen wird,
zu beachten. Ein Ersatzspender kann aufgrund des Intervalls zwischen Stimulation
und Spende in der Regel erst am Folgetag gefunden werden. Dieser Zeitraum kann
jedoch fur den Empféanger entscheidend zum Progress der Erkrankung werden. In
dieser Studie konnten nur etwa 0,7% der angeforderten Produkte nicht unmittelbar
bereitgestellt werden.

Die hergestellten Produkte entsprachen den Anforderungen an
Granulozytenkonzentrate, so lag der Median der in ihnen enthaltenen Granulozyten
bei 3,75 x10™° Zellen bei der ersten Spende und stieg bis auf tiber 5x10'° Zellen bei
der vierten und funften Spende einer Serie an. Auch das untere Quartil der
Granulozytenzahlen lag bei allen Spenden iber 2,7 x 10* Zellen pro Konzentrat.
Dass dennoch auch Produkte mit sehr geringen Granulozytenzahlen hergestellt
wurden, kann verschiedene Ursachen haben. Praparate, die fur Sauglinge oder gar
Neonaten hergestellt werden, sind naturgemafd kleiner und enthalten weniger
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Granulozyten, ohne dass die transfundierte Granulozytenzahl pro Kilogramm
Korpergewicht geringer wére als bei Erwachsenen.

Somit kann die Sicherheit und auch die Zuverlassigkeit der praparativen
Granulozytapherese durchaus positiv beurteilt werden. Die Sicherheit der Spender
kann gewahrleistet werden und die unangenehmen Nebenwirkungen sind in fast
allen Fallen nur von kurzer Dauer. Die Zuverlassigkeit des Verfahrens konnte
eindrucksvoll gezeigt werden, und zwar unabhangig von den durchaus vorhandenen
Zentrumseffekten. Es wurden mit sehr geringen Ausfallquoten Préparate hergestellt,
die deutlich tiber den geforderten 1x10'° Granulozyten pro Konzentrat liegen, und
zwar im mittel drei- bis flinffach dartber.

Dennoch wurde bei einem Spender Juckreiz beobachtet, der zwar nur
intermittierend, aber auch noch zwei Jahre nach der letzten Apherese auftrat.
Juckreiz ist bekannt als seltene Folge nach Infusion von HAES. Gerade zu den
verschiedenen Sedimentationsbeschleunigern bei der Granulozytapherese hat es
bisher bereits einige Untersuchungen gegeben, die jedoch eine deutliche
Uberlegenheit des HAES mit einem Molekulargewicht von 450 000 Da gegeniiber
dem leichteren 130 000 Da HAES, das deutlich seltener mit Juckreiz in Verbindung
gebracht werden kann. Mdglicherweise kann ein Sedimentationsbeschleuniger
gefunden werden, der den sehr unangenehmen Juckreiz nicht auslost und dennoch

zu guten Ergebnissen bei der Zellseparation fihrt.

4.6. Abschliel3ende Betrachtungen

In der Ubersicht der Ergebnisse dieser Studie lassen sich einige Thesen formulieren.

- Die Granulozytapherse ist ein zuverlassiges Verfahren zur Herstellung von
Granulozytenkonzentraten.

- Die Stimulation mit 5 pg/kg KG rekombinantem G-CSF ist ein zuverlassiges
und sicheres Werkzeug zur Vorbereitung des Spenders auf die
Granulozytenspende.

- Den Spender betreffende Risiken existieren und kdnnen nach dem derzeitigen
Wissenstand nicht ausgeschlossen werden, sind aber gering und treten selten
auf. Die Granulozytapherse ist fir den Spender ein sicheres Verfahren.

- Zur Spende gebeten werden sollten vermehrt Frauen, da sie vermutlich
hohere Leukozytenwerte nach Stimulation mit G-CSF produzieren.
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Wiederholtes Spenden in kurzen Abstdnden (Aphereseserien) ist durchaus
sinnvoll, da sich fir den Spender keine Nachteile daraus ergeben und sich die
Zellausbeute in der Folge der Serie erhoht.

Unterschiede bei den Ergebnissen verschiedener Zentren sind teils erheblich.
Ein vermehrter Erfahrungsaustausch sowie standardisierte Prozessablaufe

konnten in einigen Fallen von Vorteil sein.



5. Zusammenfassung

Granulozyten sind unabdingbar fiir die Aufrechterhaltung der Immunkompetenz. Im
Bedarfsfall kbnnen sie einem Spender entnommen und dem Empfanger transfundiert
werden. Als Standardtechnik wird eine Granulozytenstimulation mit rekombinantem
Granulozytenkolonie-stimulierendem  Faktor (G-CSF) als Vorbereitung zur
Zellapherese und gerichteten Herstellung der Granulozyten-Konzentrate eingesetzt.
Diese Studie untersucht Wirkung und Nebenwirkung der Vorbehandlung von
Blutspendern mit G-CSF  zur praparativen  Granulozytapherese. Als
Stimulationsprotokoll wurden 5ug/kg Korpergewicht G-CSF verabreicht, maximal vier
Stimulations- und Apheresevorgange wurden in Serie durchgefihrt.

Es wurden 1115 Stimulations- und Spendevorgadnge von 415 Spendern an 14
Spendezentren untersucht auf den Erfolg der Stimulation und der Zellseparation.
Zudem wurden die Spender Uuber einen Zeitraum von zwei Jahren auf
Nebenwirkungen tberwacht.

Es zeigte sich, dass mit dem untersuchten Stimulationsverfahren Spender sicher zur
Zellapherese vorbereitet und so zuverlassig den geltenden Qualitatsanforderungen
genugende Granulozytenkonzentrate hergestellt werden kdnnen. Im untersuchten
Kollektiv zeigten Frauen nach der Stimulation héhere Leukozytenwerte als Manner.
Ebenso war bei Spenden in Aphereseserien in der Folge der Serie die Zellausbeute
erhoht. Trotz einheitlichen Stimulations- und Aphereseprotokollen gab es deutliche
Unterschiede zwischen den Stimulations- und Separationserfolgen der einzelnen

Zentren.

61



6. Summary

Granulocytes are essential for immunocompetence. They can be donated and
transfused therapeutically. The established standard technique is stimulation with
recombinant granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) as donor preparation for
granulocyte apheresis for on-demand preparation of granulocyte concentrates.

This study investigated effects and side effects of the preconditioning of donors with
G-CSF for the preparative granulocyte apheresis. The stimulation protocol consisted
of 5ug/kg body weight G-CSF and up to four consecutive cycles of stimulation and
apheresis.

1115 processes of stimulation and apheresis of 415 donors in 14 donation centers
were examined for the success of stimulation and cell separation. Donors were also
monitored for side effects for the duration of two years.

We could show that the applied stimulation protocol is safe for donors and ensures
reliable steady success to produce granulocyte concentrates that comply with current
quality requirements. In the study collective females showed higher leukocyte blood
counts after stimulation than male donors. Also concentrates produced in
consecutive donations showed higher cell amounts as the number of donations
increased. In spite of a common protocol for stimulation and separation for all centers
we found considerable differences in the success of both stimulation and cell
separation.
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8. Anhang
8.1. Prufplan

8.1.1. Voruntersuchung

Studienteilnehmer:

Datum, Spender (Initialen, Geschlecht, Alter):

1. Spendereingangsuntersuchung
Der Zeitraum zwischen Apherese und Voruntersuchung darf nicht groRer als 7 Tage sein.

Laborparameter Aufféllige Befunde

Blutgruppenserologie:
ABO-Kompatibiltdt und Ery.-Antikdrpersuche
Leukozyten-Antikorpersuche: ja[_]; nein[]

(Spenderin mit 2 oder mehr Schwangerschaften)

Infektionsserologie (HBSAG, HCV-NAT, HCV-,

HIV1+2-, CMV-, Lues-Antikorper

GPT, GOT, yGT, LDH, Alkal. Phosphatase

Blutbild einschlieRlich Differenzierung

Kreatinin

Urinstatus

(Teststreifen fur Eiweil3, Glukose, Blut)

Gesamteiweild

Natrium, Kalium, Calcium

Gerinnung (aPTT, TZ, Quick, Fbg)

Blutzucker

Blutprobe fiir G-CSF-Spiegel-Bestimmung vor jal];nein[]

G-CSF-Gabe abgenommen

B-HCG bei fertilen Frauen

Arztliche Untersuchung einschlieRlich Anamnese:
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8.1.2. Spendedokumentation

Studienteilnehmer:

Datum, Spender (Initialen, Geschlecht, Alter):

2. Granulozytenpraparation

G-CSF-Dosis: 5ug/kg KG 8 — 12 h vor Apherese, andere:

G-CSF-Préaparat: Filgrastim[_] / Lenograstim [ ]

G-CSF-Applikationsmodus: tagl. Gabe [ ] / Gabe an jedem zweiten Tag [ |, anderer:

Spender: verwandt [_]; unverwandt [_]
HLA-ausgewahlt ]

Granulozytapherese

1

2

Erythrozytenzahl vor Apherese
Hb (> 11,5 g/l)
Thrombozytenzahl (>100.000/ul)

Leukozytenzahl (<70.000/pul)

Leukozyten-Kreuzprobe

LCT[], GIFT ], GAT ],

neg. [ ]
pos. [ ]

neg. [ ]
pos. [ ]

neg. [ ]
pos. [ ]

neg. [ ]
pos. [ ]

Zellseparatortyp

Apheresedauer

ProzelRvolumen

HAES-Art, HAES-Verbrauch
[ ]HAES 450.000m [_] HAES 200.000

ACD-Verbrauch

Préaparatevolumen

Leukozytengehalt

Granulozytengehalt (x 10'°)

Thrombozyten- und

Erythrozytengehalt

Blutprobe fir G-CSF-Spiegel-Bestimmung
nach G-CSF-Gabe abgenommen

jal_1, nein[]

jal_], nein[]

jal ], nein[]

jal ], nein[]

Auffalligkeiten / Komplikationen wahrend

der Apherese

keine [ ]

keine [ ]

keine [ ]

keine [ ]
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8.1.3. Nebenwirkungen

Studienteilnehmer:

Datum, Spender (Initialen, Geschlecht, Alter):

Fragebogen tber Nebenwirkungen nach G-CSF-Gabe (bitte nach jeder Apherese ausfiillen)

Spende

0]

211

3.0

4]

Datum:

Dosis, wenn nicht 5
po/kg KG

Nebenwirkungen:

keine

leicht

stark

keine

leicht

stark

keine

leicht

stark | keine | leicht

stark

Knochenschmerzen

Kopfschmerzen

Muskelschmerzen

Andere Schmerzen

Schlaflosigkeit

Ubelkeit

Schwindelgefihl

Mudigkeit

Fieber,
Schittelfrost

unregelmafiger
Herzschlag

Hautrétung

Juckreiz

Kribbeln i. d.
Fingern, Lippen

Beinschwellungen

Sonstige
Nebenwirkungen,
bitte beschreiben,
ggf. Rickseite
benutzen

Ich wirde mir G-CSF wieder verabreichen lassen

Ich wirde Granulozyten nochmals spenden

Herzlichen Dank!
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8.1.4. Nachuntersuchung

Studienteilnehmer:

Datum, Spender (Initialen, Geschlecht, Alter):

Spendernachuntersuchung
[ ] Untersuchung 2 — 4 Wochen nach Granulozytapherese

[ ] Untersuchung 2 Jahre nach Granulozytapherese

Laborparameter Aufféllige Befunde

GPT (Mel3temp. Angeben), GOT,
yGT, Alkal. Phosphatase,

LDH

Blutbild einschlieBlich Differenzierung

Kreatinin

Urinstatus

(Teststreifen fur Eiweil3, Glukose, Blut)

Gesamteiweil’

Natrium, Kalium, Calcium

Gerinnung (aPTT, TZ, Quick, Fbg)

Blutzucker

Infektionsmarker (HBV, HCV, HIV)

Nur Untersuchung nach 2-4 Wochen: Blut

fir G-CSF-Spiegel-Kontrolle agbenommen jal];nein[]

Arztliche Untersuchung einschlieRlich Anamnese: (wichtig: vom Spender geauRRerte
Nebenwirkungen wie Kopf- oder Knochenschmerzen, Schlaflosigkeit etc.)




8.2. Datentabellen

8.2.1. Zielvariable Stimulationserfolg

WBC vor Apherese
getrennt nach Zentrum, G-CSF-Typ und Geschlecht

Spende
Zentrum
GCSF-Typ
Geschlecht
Minimum

1. Quatrtil
Median

3. Quartil
Maximum

20.40023.550|26.700 | 28.050 | 29.400

21.800|23.500 (28.350(29.700 | 34.900

31.400|31.400|31.400|31.400|31.400

28.200|28.200(29.850|31.500 | 31.500

R IN|FP|O|PDd

30.40030.400|30.400|30.400 | 30.400

18/16.700|21.200|25.200|31.100|43.400

12|19.800|23.200|30.100 | 33.800 | 44.700

8117.700|24.250|30.350|32.300 |41.800

1]28.100|28.100|28.100|28.100|28.100

60|11.800|19.450|23.550|28.200|39.700

3(24.00024.000|25.900|40.400|40.400

53]10.400|19.300|22.000 |28.600 | 36.600

27.50027.500|27.500|27.500|27.500

22.500(22.500(29.350|36.200 | 36.200

30.10030.100|31.600 | 34.400 | 34.400

19.500(22.950|28.050 |29.750{29.800

O O | 0|0 | N|N|OO| || w| W |  NININ|IF|PF
m| M| ||| MMM MM MMM M| ||| M7

21.50021.500|23.150|24.800 | 24.800

P IN|PPIWOW|IDN|PFP

=
o

24.200|24.200 |24.200|24.200 | 24.200

=
o

23| 7.630|19.000|24.500|29.000(42.810

=
o

1/31.000|31.00031.000|31.00031.000

=
[EEN

1/19.900|19.900{19.900|19.900 | 19.900

12|15.600|23.900|25.550|28.250 | 32.600

=
N

8(20.200|29.500|31.400|37.800|41.200

[ERN
N

14/13.400|19.500|22.650|27.800|37.700

N N N Y N N N N T N N e N Y Y Y Y Y Y Y
SsIZ s s|Z2|Z2|s|Z|sZ2|lslZ2sZ8js|Z|s|2|8|s121=sl

=
N
| s T I i A A O i B R A |

[ERN
N

6(27.400|27.400|30.600 | 33.000 | 35.200
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1 13 |F M 16/19.000|23.050|27.200 | 32.550 (40.900
1 14 |F M 14116.000|23.600|27.650 | 29.500 |31.500
1 14 |F W 3122.500|22.500|29.900 | 32.300 |32.300
1 14 |L M 39/16.000(24.000|27.400|30.100{49.300
1 14 |L W 8118.100|23.600|26.350|31.050|36.700
2 1 F M 4126.300|27.600|29.950|33.750 | 36.500
2 1 F W 4114.200|21.100|31.050|37.550(41.000
2 2 F M 1|34.500|34.500 |34.500|34.500|34.500
2 2 F W 1142.200(42.200|42.200|42.200|42.200
2 2 L M 0

2 3 F M 12121.100|23.250|31.350|36.150(41.500
2 3 F w 8/19.100|31.150|33.600 | 35.600 | 39.100
2 5 F M 8114.400|26.050|35.250(37.450(47.400
2 5 F w 1/35.100(35.100|35.100(35.100|35.100
2 6 F M 53| 7.940(21.100|25.900|31.500{41.200
2 6 F w 3125.800|25.800|33.200 | 39.400 | 39.400
2 7 L M 42113.100|20.200|22.65027.000|35.700
2 7 L w 1/20.700(20.700|20.700|20.700|20.700
2 8 L M 1]26.200|26.200 | 26.200|26.200|26.200
2 8 L w 2140.200|40.200{41.000{41.800(41.800
2 9 F M 4123.400|26.600|30.400|32.250(33.500
2 9 F w 1]25.200(25.200|25.200|25.200 | 25.200
2 10 M 1|32.000|32.000|32.000|32.000|32.000
2 10 |F M 18/19.300|22.700|30.600 | 35.800(42.210
2 10 |F W 1{36.000|36.000|36.000 |36.000 |36.000
2 11 |F M 0

2 12 |F M 10/19.700|23.500|26.350|27.800|30.900
2 12 |F w 4116.900|25.200|33.500 | 35.550 | 37.600
2 12 |L M 8116.200|21.300|23.300(28.250|33.700
2 12 |L w 627.300|28.400|29.650|32.300(41.900
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2 13 |F M 12119.900|23.050|27.650|32.200 (42.200
2 14 |F M 12115.600|23.450|28.000|31.600 |35.200
2 14 |F W 3/19.600|19.600|31.900{40.400(40.400
2 14 |L M 37119.000 |25.800|28.300{33.800|47.800
2 14 |L W 7119.700|22.000|30.700 | 36.900 [45.200
3 1 F M 4116.800|24.150|33.250|39.250(43.500
3 1 F W 4123.900|32.950(43.700{49.900 [54.400
3 2 F M 1|37.800|37.800|37.800|37.800|37.800
3 2 F W 0

3 2 L M 0

3 3 F M 8127.100|28.250|31.650 | 37.750 |59.300
3 3 F w 5117.500|33.800|46.800{49.100|52.100
3 5 F M 6/13.600|18.700|36.400(44.300|64.700
3 5 F w 0

3 6 F M 47119.200|25.600 (29.400|37.700|46.200
3 6 F w 2138.100|38.100|42.500[46.900 [46.900
3 7 L M 25116.000(21.700|25.300{31.100|34.500
3 7 L w 1/20.400(20.400|20.400|20.400|20.400
3 8 L M 0

3 8 L w 2|47.500(47.500|53.150(58.800 | 58.800
3 9 F M 3123.200|23.200|38.500|38.800|38.800
3 9 F w 2121.500|21.500|24.950 |28.400 |28.400
3 10 M 1|32.600|32.600|32.600|32.600|32.600
3 10 |F M 15|22.200|28.500{40.000 ({42.000 |51.400
3 10 |F W 1|/37.000|37.000|37.000|37.000|37.000
3 11 |F M 0

3 12 |F M 7122.400|25.900|32.100|34.700 |35.500
3 12 |F w 4119.900|25.850|34.150{41.800(47.100
3 12 |L M 621.500|24.300|25.150(37.300|38.800
3 12 |L w 3126.600|26.600|34.900 | 54.900 | 54.900
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3 13 |F M 10/22.300|28.000|31.150|35.700|43.800
3 14 |F M 625.400|30.300|37.650 | 38.600 [48.300
3 14 |F W 2120.600|20.600|26.450|32.300 |32.300
3 14 |L M 26(20.200(27.700|32.250|38.400|55.100
3 14 |L W 7119.800|21.300|32.100{42.400(49.200
4 1 F M 3/19.800|19.800|38.000|69.400 |69.400
4 1 F W 2130.900|30.900|44.750|58.600 | 58.600
4 2 F M 1|54.200|54.200 [ 54.200|54.200|54.200
4 2 F W 0

4 2 L M 0

4 3 F M 8124.900|25.650|36.000{44.650|67.100
4 3 F w 3/18.800|18.800|27.300|34.400 |34.400
4 5 F M 4114.600|27.050(42.300|45.300 (45.500
4 5 F w 0

4 6 F M 38(13.200(29.200|39.700|50.300|66.900
4 6 F w 2125.600|25.600|30.650|35.700 | 35.700
4 7 L M 16/13.200|17.050|25.250|27.650|40.200
4 7 L W 0

4 8 L M 0

4 8 L w 2110.700|10.700|27.700{44.700 |44.700
4 9 F M 2126.200|26.200|35.050{43.900|43.900
4 9 F w 1|24.400|24.400 |24.400|24.400|24.400
4 10 M 0

4 10 |F M 9/16.800|28.700|43.500(53.600 |61.000
4 10 |F W 0

4 11 |F M 0

4 12 |F M 5134.900|38.600|40.400 |48.000 [48.500
4 12 |F w 2138.200|38.200|43.200{48.200 |48.200
4 12 |L M 3134.200|34.200|36.200 [ 53.000 | 53.000
4 12 |L w 1/34.100({34.100|34.100|34.100|34.100
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5 13 |F M 0

5 14 |F M 0

5 14 |F |W 0

5 14 |L M 0

5 14 |L W 0

8.2.2. Zielvariable Separationserfolg
Granulozyten im Praparat
getrennt nach Zentrum, G-CSF-Typ und Geschlecht
2|5 - —
1 5|0 @ E| ©| T S 3

nw |  N|] O] O c = — = ™ =
1 1 F M 413.000|3.250|3.550| 4.400| 5.200
1 1 F W 6/4.000|4.700|5.250| 5.800| 6.100
1 |2 |F |M 2(1.100|1.100|5.700|10.300|10.300
1 2 F W 210.780|0.780|1.235| 1.690| 1.690
1 2 L M 1/7.400|7.400|7.400| 7.400| 7.400
1 3 F M 18(0.550|3.600{3.970| 4.700| 9.900
1 3 F W 12(1.330|3.350(4.620| 5.300| 7.100
1 5 F M 810.590|1.675|2.725| 4.250| 6.850
1 |5 |F |W 1/0.580{0.580|0.580| 0.580| 0.580
1 6 F M 60|1.180|2.785|3.390| 3.999| 5.760
1 6 F W 312.580|2.580|3.160| 6.170| 6.170
1 7 L M 4911.480|3.530|4.120| 4.530| 5.640
1 |7 |L |W 1[3.020|3.020|3.020| 3.020| 3.020
1 8 L M 212.100|2.100|4.145| 6.190| 6.190
1 |8 |L |W 3|/2.100(2.100|3.800| 4.930| 4.930
1 9 F M 410.490|1.015|2.230| 5.010| 7.100
1 9 F W 211.080|1.080|3.745| 6.410| 6.410
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1 10 M 1|/0.600/0.600|0.600| 0.600| 0.600
1 10 |F M 2310.570(1.930/2.400| 3.920| 4.500
1 10 |F W 112.550|2.550|2.550| 2.550| 2.550
1 11 |F M 0

1 12 |F M 1212.500(3.980(4.350| 4.665| 4.910
1 12 |F w 812.520(4.400|5.235| 5.800| 6.600
1 12 |L M 1411.800(3.700|{4.230| 5.400| 6.970
1 12 |L W 6/3.810(3.830|4.405| 5.660| 5.700
1 13 |F M 15/3.010(3.700{4.200| 4.600| 5.700
1 14 |F M 1412.940(3.870({4.890| 5.440| 7.720
1 14 |F W 313.510(3.510|{6.100| 6.210| 6.210
1 14 |L M 39/0.360(1.920|3.100| 4.400| 7.800
1 14 |L W 811.360(1.755|2.800| 3.355| 4.300
2 1 F M 414.700(4.750|5.000| 5.200| 5.200
2 1 F W 412.640(4.120|5.600| 5.600| 5.600
2 2 F M 1/1.070/1.070{1.070| 1.070| 1.070
2 2 F W 1/2.400/2.400(2.400| 2.400| 2.400
2 2 L M 0

2 3 F M 13/0.600{2.800({4.330| 5.900| 6.850
2 3 F W 811.900(2.795|4.450| 7.285| 7.500
2 5 F M 810.600(1.980|5.370| 6.555| 7.450
2 5 F w 1/0.400/0.400{0.400| 0.400| 0.400
2 6 F M 53]1.020(3.190|3.980| 4.660|16.100
2 6 F w 3|3.780(3.780/3.880| 3.930| 3.930
2 7 L M 40|0.930|2.575|3.800| 4.215| 6.920
2 7 L W 1/1.650|1.650|1.650| 1.650| 1.650
2 8 L M 0

2 8 L w 211.900({1.900|3.100| 4.300| 4.300
2 9 F M 411.150(1.640|3.365| 6.100| 7.600
2 9 F W 1/2.130/2.130(2.130| 2.130| 2.130
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2 10 M 1/1.600/1.600(1.600| 1.600| 1.600
2 10 |F M 18|0.520({1.700|2.985| 4.100| 6.800
2 10 |F W 113.240|3.240|3.240| 3.240| 3.240
2 11 |F M 0

2 12 |F M 913.280(3.500({4.200| 5.100| 6.400
2 12 |F W 412.200]3.950|6.290| 6.990| 7.100
2 12 |L M 912.120(3.200|3.590| 4.700| 6.700
2 12 |L W 6/3.300(3.700|4.040| 4.840| 6.010
2 13 |F M 10|2.700(3.500|3.850| 5.400| 6.100
2 14 |F M 1212.870(4.880|5.795| 6.360| 7.190
2 14 |F W 312.780(2.780|5.150| 5.260| 5.260
2 14 |L M 3710.680(2.300|3.500| 4.290| 7.200
2 14 |L W 711.770(2.100|2.260| 4.100| 5.320
3 1 F M 411.900|3.450|5.450| 6.900| 7.900
3 1 F W 413.900(4.250|4.700| 5.750| 6.700
3 2 F M 1/2.920/2.920(2.920| 2.920| 2.920
3 2 F w 0

3 2 L M 0

3 3 F M 813.500(3.900|5.345| 9.550|10.500
3 3 F w 511.850(3.380|7.610| 8.200|10.500
3 5 F M 6/0.600(2.790|3.460| 7.300| 8.000
3 5 F W 0

3 6 F M 4712.470(3.740(4.710| 5.720|16.200
3 6 F w 212.600(2.600|{4.100| 5.600| 5.600
3 7 L M 2311.470|3.330/4.180| 4.860| 5.590
3 7 L W 112.020|2.020|2.020| 2.020| 2.020
3 8 L M 0

3 8 L w 1/8.8008.800|8.800| 8.800| 8.800
3 9 F M 311.900({1.900|2.550| 8.020| 8.020
3 9 F W 212.220(2.220|4.450| 6.680| 6.680
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3 10 M 1{1.200/1.200{1.200| 1.200| 1.200
3 10 |F M 15/1.380(2.470|3.500| 5.840| 7.500
3 10 |F W 112.200|2.200|2.200| 2.200| 2.200
3 11 |F M 0

3 12 |F M 6/4.630(4.890|6.375| 7.300|10.830
3 12 |F w 412.500|3.700|5.700| 6.600| 6.700
3 12 |L M 6/4.600(5.250|5.650| 5.930| 7.800
3 12 |L w 314.650(4.650|6.010| 7.000| 7.000
3 13 |F M 10|1.100(4.260{4.450| 5.030| 5.700
3 14 |F M 6|6.740|7.060|7.530| 7.900| 8.100
3 14 |F W 212.520(2.520|3.150| 3.780| 3.780
3 14 |L M 26(0.700|2.600|3.750| 5.100| 9.200
3 14 |L W 6/1.440(2.760|2.935| 3.260| 6.300
4 1 F M 312.900(2.900|6.500|13.000|13.000
4 1 F W 213.800(3.800|{4.000| 4.200| 4.200
4 2 F M 1{1.470(1.470(1.470| 1.470| 1.470
4 2 F w 0

4 2 L M 0

4 3 F M 814.100(4.530|{4.905| 9.150|14.300
4 3 F W 3/1.700({1.700|2.550| 4.780| 4.780
4 5 F M 412.820]3.480|5.300| 8.115| 9.770
4 5 F W 0

4 6 F M 3811.667(4.540/6.197| 7.790|21.300
4 6 F w 213.360(3.360|3.605| 3.850| 3.850
4 7 L M 16/1.190(3.205|3.560| 4.655| 6.670
4 7 L W 0

4 8 L M 0

4 8 L w 213.400(3.400|5.100| 6.800| 6.800
4 9 F M 215.510(5.510|7.255| 9.000| 9.000
4 9 F w 1/0.780/0.780(0.780| 0.780| 0.780
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4 10 M 0
4 10 |F M 9/1.260(3.600|6.100| 7.800|12.300
4 10 |F W 0
4 11 |F M 0
4 12 |F M 414.72014.725|7.815|11.650|12.400
4 12 |F w 216.900(6.900|7.840| 8.780| 8.780
4 12 |L M 316.620(6.620|7.700|10.900|10.900
4 12 |L W 1/5.460|5.460|5.460| 5.460| 5.460
4 13 |F M 914.830(5.000|5.200| 5.800| 6.900
4 14 |F M 0
4 14 |F W 0
4 14 |L M 212.500({2.500|3.770| 5.040| 5.040
4 14 |L W 1/3.160|3.160|3.160| 3.160| 3.160
5 1 F M 0
5 1 F w 0
5 2 F M 0
5 2 F w 0
5 2 L M 0
5 3 F M 313.900(3.900|6.100|10.000|10.000
5 3 F W 0
5 5 F M 0
5 5 F W 0
5 6 F M 0
5 6 F W 0
5 7 L M 114.580|4.580(4.580| 4.580| 4.580
5 7 L W 0
5 8 L M 0
5 8 L W 0
5 9 F M 1/6.900/6.900(6.900| 6.900| 6.900
5 9 F W 1/2.790(2.790(2.790| 2.790| 2.790
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5 10 M 0
5 10 |F M 0
5 10 |[F |W 0
5 11 |F M 0
5 12 |F M 0
5 12 |[F |W 0
5 12 |L M 0
5 12 |L W 0
5 13 |F M 0
5 14 |F M 0
5 14 |F |W 0
5 14 |L M 0
5 14 |L w 0

8.2.3. Pathologische Befunde der Nachuntersuchungen

Pathologische Befunde der Nachuntersuchungen wurden folgendermal3en

kategorisiert:

Kategorie 1: Weisses BB

Kategorie 2: sonst. Labor

Kategorie 3: Juckreiz

Kategorie 4: sonst. Klinik

Kategorie 5: Anderes

1. Nachuntersuchung nach 2 — 4 Wochen | Kategorie
WBC: 2,45 G/I, Neutrophile 1,28 G/ 1

WBC 2,99 G/I 1
Neutrophile 1.380/pl 1

WBC 2,69 G/I, Neutros 1,12 G/ 1
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2 Wo Muskelschmerz, WBC 2,9 /nl

Monozyten 16%

WBC 2,8 /nl

Mono 15,1%

Monozyten 11%

Monozyten11%, Eosinophile 9%

Relative Eosinophilie

Hb 10,8; HK 32,1%

Hb 10,7 g/dl

Hkt 32,7% Hb 11,8

Hb 12,7 Hkt 36%

Hb 12,5; Hkt 36,5

niedriger Hb

Hb 11,8

GPT, GGT leicht erhoht

1 Woche Juckreiz

Juckreiz, Pickel, Haarausfall

generalisierter Juckreiz, vermindert
leistungsfahig

wWwlwlw(Nd NI R RPIRIRIRPR]|P

Intermittierend Juckreiz Riicken

Juckreiz 1 Woche

10 Tage nach Spende Kopfschmerz

RR 170/110 mm Hg

Muskelkrampfe nach 1,5 Wochen

pulsierende Schmerzen

Mudigkeit, Schwache

Hypertonie

2 Wo Knochenschmerz

Durchfalle fur einige Tage

bis 2 Tage danach grippales Gefuhl

infektanfalliger fir 1 Monat

(02 [ & 2 B I ~ N (R N S T I A S I~ N [ S IR @0 I (R 0%
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Gefuhl der trockenen Nase (auch Umzug) 5

bis 3 Wo leichtes Schwéachegefunhl, 5
Eisensubstitution bis 1. Nachuntersuchung

2. Nachuntersuchung nach 2 Jahren

Kategorie

19% Monozyten, Na 146

WBC 3,7 Inl

Erysi.U., WBC 10,5 /nl

GPT 40, Arthritis seit 1 Jahr

PTT 26, Fibrinogen 356

Kreatinin 1,41, Na 148

Na 147

GPT, LDH leicht erhoht

PTT 37

GPT leicht erhoht

Urin-Status: positiv auf Eiweil3, Erys, Hb

K 3,4mmol/l, Nachtschweil3, Mudigkeit

Na, Harnstoff leicht erh6éht, Hypertonus

Hb 11,8 bei hochfrequenter Vollblutspende

Juckreiz fur ca. 6 Monate nach Spende

Juckreiz fur ca. 3 Monate nach Spende

rezidivierend Juckreiz am Ricken, ca. alle 3 Wo

Nierenstein

Tinnitus

Schulter-Arm-Syndrom

Hypertensiv seit 2 J, Herz-Rhythmusstorungen,
Beklemmungen, Nachtschweil3 (Ehefrau verstorben)

A BB BB WOIWOWIDNINIDNINIDNINIDNININIDNIDNDNDNPPEP

Gelenkschmerzen, Ellenbogen, 4
Handgelenke bds, Kniegelenk, re Ferse

Adipositas 5
erhdhte Anfalligkeit fur Gerstenkdrner 5
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8.2.4. Mehrfachspende: Ergebnisse der Friedman-Anschlusstests

Vergleich 1 mit 2

Vergleich 1 mit 3

Vergleich 2 mit 3

Zentrum | Zielvariable p-Wert o-Wert p-Wert

6 Stimulation | p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
Separation | p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001

14 Stimulation | p=0,0083 p<0,0001 p<0,0001
Separation | p=0,7613 p=0,0026 p=0,0184
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