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Hochdosistherapie und Blufsfammzelltransplantation
bei malignen Erkrankungen: Empfehlungen zur
Qualitätssicherung1

High-dose Therapy and Blood Stern Gell Transplantation 'in Malignancies:
Recommendations for Quality Assurance1

• R. Haas2.s

Zusammenfassung: In Heidelberg hat sich seit 1983
an der Abteilung V der Medizinischen Klinik und Po-
liklinik (Schwerpunkt: Hämatologie, Onkologie und
Rheumatologie) ein Transplantationszentrum für
Knochenmark und Blutstammzellen entwickelt, das
auf der interdisziplinären Zusammenarbeit mit den
anderen Abteilungen der Inneren Medizin, der Strah-
lenklinik, der Thoraxklinik in Heidelberg-Rohrbach,
den diagnostischen Laborinstituten und dem Deut-
schen Krebsforschungszentrum basiert. Die Kranken-
versorgung ist dabei in wissenschaftliche Projekte ein-
gebunden, um dem experimentellen Therapieverfah-
ren gerecht zu werden und für die einzelnen Indikatio-
nen eine rationale Grundlage zu schaffen. Anders als
bei der allogenen Transplantation sind bei der autolo-
gen Transplantation die Patienten gleichzeitig Spen-
der und Empfänger. Um so mehr hängt der Therapie-
erfolg von der Kontinuität der Betreuung ab, die sich
von der Indikationsstellung über die Gewinnung der
Blutstammzellen, die Hochdosis-Therapie mit Trans-
plantation bis hin zur Nachsorge erstreckt.

Schlüsselwörter: Hämatopoetische Stammzelltrans-
plantation/Standards; Interdisziplinäres Behand-
lungsteam; Knochenmarktransplantation/Standards;
LeukaphereseiNeoplasien/Arzneimitteltherapie.

Summary: Since 1983. a transplantation unit for bone
marrow and blood stem cells has been evolved at the
Department of Internal Medicine V (Center of He-
matology, Oncotogy and Rheumatology, University of
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Heidelberg). It is based on cooperation vvith the other
departments of Internal Medicine äs well äs with the
departments of Radiology, Thoracic Medicine and the
involved diagnostic and theoretical institutions includ-
ing the "Deutsches Krebsforschungszentrum". Patient
care is integrated into scientific projects in order to
consider the experimental design and to develop a
rational base for the application of the therapy. In
contrast to allogeneic transplantation, patients are at
the same time donors and recipients. Therefore, the
outcome depends on the continuity of patient care
that comprises defining the indication for therapy,
collection of blood stem cells, high-dose therapy with
blood stem cell transplantation and continuous care
after therapy.

Keywords: Bone Marrow Transplantation/Standards:
Hematopoietic Stem Cell Transplantation/Standards;
Leukapheresis; Neoplasms/drug therapy; Patient Care
Team.

||ie Einführung hämatopoetischer Wachstumsfak-
'toren Mitte der achtziger Jahre hat die Behand-

lung von Patienten mit Hämoblastosen und soliden
Tumoren nachhaltig verändert [1.2]. Die Gabe dieser
gentechnologisch hergestellten Hormone verkürzt
nicht nur die Dauer der schweren Neutropenie nach
konventionell dosierter Chemotherapie, sondern führt
auch zu einem Anstieg der hämatopoetischen Vorläu-
fer- und Stammzellen im Blut, die für eine Transplan-
tation nach Hochdosistherapie genutzt werden kön-
nen [3-5]. Eine weitere Dosisintensivierung war mög-
lich geworden, weil die Myelotoxizität durch die
Stammzelltransplantation keine wesentliche Rolle
mehr spielte [6].

Vielversprechende Behandlungsergebnisse wurden
zunächst bei Patienten mit Non-Hodgkin Lymphom
oder Morbus Hodgkin erzielt [7-10]. Die
Blutstammzelltransplantation hat Hoffnungen ge-
weckt, die heute bei vielen Erkrankungen noch nicht
gerechtfertigt sind, wie zum Beispiel beim Bronchial-
karzinom und bei Tumoren des Knochens, des Ge-
lenkknorpels und des Gehirns. Eine derartige Auswei-
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lung ist medizinisch schwer begründbar und ökono-
misch nicht tragbar. Neben einer rational be-
gründbaren Indikationsstellung bedarf es vor allem
verbindlicher Standards zur Qualitätssicherung. Diese
betreffen in erster Linie auch Gewinnung, Aufarbei-
tung und Lagerung der Blutstammzelltransplanlate
sowie die strukturellen und personellen Anforderun-
gen an das hämatologisch-onkologische Behandlungs-
zentrum.

Gewinnung des
Blutstammzelltransplantates
Autologe Blutstammzelltransplantate
Bei Patienten mit Hämoblastosen oder soliden Tumo-
ren haben sich zwei Verfahren zur Stammzellgewin-
nung durchgesetzt: Der hämatopoetische Wachstums-
faktor, z.B. Granulozyten Kolonie-stimulierender
Faktor (G-CSF) oder Granulozyten-Makrophagen
Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF), wird ent-
weder während der 'steady-state-Hämatopoese' oder
nach einer vorangegangenen Chemotherapie verab-
reicht [11-15]. Die Stammzellmobilisierung ist heute
noch Gegenstand klinischer Studien, wobei insbeson-
dere die Möglichkeit einer Tumorzellmobilisierung
durch immunzytologische und molekularbiologische
Methoden untersucht werden muß [16-17].

Der Zeitpunkt, wann eine Leukapherese durchge-
führt bzw. die Blutstammzellsammlung beendet wird,
hängt von der Konzentration der im Blut zirkulieren-
den CD34+ Vorläuferzellen ab. Eine Standardisierung
der Meßmethode für CD34+ Zellen ist daher eine ent-
scheidende Grundlage für die Vergleichbarkeit von
Resultaten aus Mobilisierungs- und Transplantations-
studien und sollte durch Ringversuche erreicht
werden.

Allogene Blutstanunzellgewinnung
Im März 1995 erschienen erste Ergebnisse aus drei
Studien zur allogenen Blutstammzelltransplantation
bei Patienten mit hämatologischen Erkrankungen und
soliden Tumoren [18-20]. Die HLA (human-leucocyte
antigen)-kompatiblen Geschwisterspender erhielten
für 5 bis 8 Tage G-CSF. Die Behandlung verlief ohne
Komplikationen und erlaubte die Sammlung einer
ausreichenden Menge an Blutstammzellen mit ein bis
zwei Leukapheresen. Empfehlungen und Richtlinien
für die Aufklärung und und Durchführung einer
Blutstammzellsammlung bei normalen Spendern für
eine allogene Geschwisterspende oder HLA-identi-
sche Fremdsperide sollten federführend von Blutban-
ken in Zusammenarbeit mit der Ethikkommission des
Transplantationszentrums erarbeitet werden.

Nicht standardisierte Abkürzungen: ACD, acid citrate dextrose;
AM L, akute myeloische Leukämie; DMSO, Dimethylsulfoxyd;
FACS, fluorescent activated cell sorter; G-CSF, granulocyte
colony-stimulating factor; GM-CSF, granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor; HLA, human leukocyte antigen; PCR,
polymerase chain reaction.

Leukapherese
Zur Gewinnung von Blutstammzellen werden Zellse-
paratoren verwendet, die auch zur Gewinnung von
Thrombozytenhochkonzentraten von Einzelspendern
benutzt werden. Die Wartung der Geräte unterliegt
naturgemäß den Bestimmungen des TÜV.

Bei der Leukapherese wird ein extrakorporaler
Kreislauf geschaffen, bei dem zwischen 80 und 150 ml
Blut pro Minute durch den Separator fließen. Um die-
se Flußraten zu erzielen, werden großlumige Sammel-
katheter verwendet [21], die über die Vena jugularis
interna oder Vena subclavia in die obere Hohlvene ge-
legt werden. Das Einbringen des Katheters sollte we-
gen des Blutungs- und Infektionsrisikos geschulten \
Ärzten vorbehalten bleiben. Aufgrund des großen Lu- ;
mens der Katheter besteht außerdem eine erhöhte ·
Thrombose- und Blutungsgefahr, weshalb die Patien-
ten während der Blutstammzellgewinnung zur Gabe
von Antikoagulantien und Thrombozyten in statio- '·
närer Überwachung bleiben.

Die Indikation zur Durchführung für eine Leuka-
pherese wird vom Stationsarzt gestellt, und während
der Leukapherese wird der Patient durch eine
Pflegeperson kontinuierlich überwacht. Die meisten
Patienten sind zum Zeitpunkt der Leukapherese noch
durch die Erkrankung und vorangegangene Chemo-
therapie immunsupprimiert, weshalb die Zellsepara- !
toren abseits von Publikumsverkehr aufgestellt wer-
den sollten.

Der Leukapheresevorgang, die Blutbildwerte (Leu-
kozyten- und Thrombozytenzahl, Hämoglobinkon- :
zentratiori) vor und nach Separation, die Zellausbeute
sowie die begleitenden mikrobiellen Untersuchungs-
ergebnisse werden für jedes Leukaphereseprodukt
protokolliert. Außerdem werden die Lot- und Char-
gennummer des Leukapheresesets, die infundierte
Menge an ACD sowie Vitalparameter des Patienten
dokumentiert.

Aufarbeitung des Leukaphereseprodukts
Nach Entnahme des Leukapheresebeutels aus der
Sammelkammer werden die in der mononukleären
Zellfraktion enthaltenen Stammzellen durch Zentrifu-
gation und Abtrennung des Plasmas konzentriert. Die
Zellen werden in sterilem Medium nach Zugabe von
autologem Plasma resuspendiert und in einen Ein-
frierbeutel mit Dimethylsulfoxyd (DMSO) als Ge-
frierlösung gefüllt. Die Zellen werden danach mit Hil-
fe eines computergesteuerten Programms auf minus
100 °C eingefroren, und die Lagerung erfolgt bei
-196 °C in flüssigem Stickstoff. Die ordnungsgemäße
Funktion der Einfriergeräte sowie die Wartung der
Lagerungstanks unterliegen ebenfalls der kontinuierli-
chen Qualitätssicherung.

i

Qualitätssicherung des Leukaphereseprodukts :
Hämatopoetische Vorläufer- und Stammzellen las- !

sen sich durch Kulturverfahren oder direkte Immun- j
fluoreszenzanalyse nachweisen [22, 23]. Die Kultur- j
Essays erlauben nicht nur eine Quantifizierung der
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StammzeUen, sondern spiegeln auch deren Prolifera-
tionsvermögen und Wachstum wider. Deshalb die-
nen sie vor allem der Qualitätskontrolle des Einfrier-
und Auftauvorgangs. Mittels Fluorescence-Activated
Cell Sorter (FACS) läßt sich immunologisch die Zahl
der CD34+ StammzeUen sehr genau bestimmen.
Durch monoklonale Antikörper, die gegen linien-
und differenzierungsspezifische Antigene gerichtet
sind, lassen sich darüber hinaus unterschiedliche
CD34+ Subpopulationen charakterisieren, um die
Komposition eines Transplantates und dessen Ab-
hängigkeit vom Mobilisierungsverfahren genauer zu
untersuchen [13,24,25]. Diese wissenschaftlich
orientierten Untersuchungen gehen über eine Qua-
litätssicherung hinaus, sind jedoch für die Weiterent-
wicklung der Blutstammzell-Transplantation eine
entscheidende Voraussetzung. So zeichnen sich auch
heute schon weitere Methoden zur Bewertung der
hämatopoetischen Qualität eines Stammzelltrans-
plantates ab, indem molekularbiologisch durch „sou-
thern blots" die mittlere Telomerlänge von CD344

Stammzellen ermittelt wird, woraus Rückschlüsse
über die „Alterung*4 von Stammzellen gezogen wer-
den können [26].

Neben dem Gehalt an normalen hämatopoetischen
Vorläuferzellen müssen die Leukaphereseprodukte
auch auf Tumorzellen hin untersucht werden. Der
Nachweis maligner Zellen ist von klinischer Bedeu-
tung, da die Ergebnisse aus Transplantationsstudien
bei Patienten mit AML, Neuroblastom sowie
niedrig-malignem Non-Hodgkin Lymphom für eine
Beteiligung reinfundierter Tumorzellen bei der Rezi-
diventstehung sprechen [27-29].

Die Methoden zum Nachweis residualer Tumorzel-
len sind vielfältig. Sie erstrecken sich von immunzyto-
logischen Methoden bis hin zu molekularbiologischen
Verfahren, die auf der Polymeraseketten-Reaktion
(PCR) basieren [16,17]. Für die meisten hämatologi-
schen Erkrankungen sind Nachweismethoden für
residuale Tumorzellen entweder bereits etabliert oder
in klinisch-wissenschaftlicher Erprobung.

Unverzichtbarer Bestandteil einer Qualitätssiche-
rung ist selbstverständlich die mikrobiologische Un-
tersuchung jedes Leukapfiereseproduktes.

. Ex vivo-Methoden zur Reinigung von peripheren
BlutslammzeUtransplantaten

' f Zur Verringerung der im Transplantat enthaltenen
Tumorzellen stehen Reinigungs- („Purging'4-) bzw.

\ Anreicherungsverfahren für normale Stammzellen zur
Verfügung. Beim Purging benutzt man monoklonale

• : Antikörper, die gegen Tumorzell-assoziierte Antigene
gerichtet sind, während für die Anreicherung von hä-
matopoetischen Slammzellen ein gegen CD34 gerich-
teter Antikörper verwendet wird, der an Beadpartikel
oder eine Affinitätssäule gebunden ist. Diese Me-

-· thoden sind noch in klinisch-wissenschaftlicher Erpro-
bung und sind nur nach gründlicher Schulung und
Einarbeitung des medizinisch-technischen Personals

anwendbar. Als Grundlage dienen die von Labors und
Herstellern erarbeiteten Richtlinien [30].

Vergleichbar ist die Situation bei der ex-vivo Ex-
pansion von Blutstammzellen[31,32]. Darunter ver-
sieht man die Kultivierung von Stammzellen mit hä-
matopoetischen Wachstumsfaktoren bzw. Zytokinen,
um die Zahl reifer Vorläuferzellen im Transplantat zu
erhöhen. Zu'in anderen versucht man, frühe Stamm-
zellen mit hoher Selbsterneuerungskapazität zu ver-
mehren, um auch bei Patienten mit geringer Ausbeute
eine aureichende Menge für eine Transplantation zu
erhalten. Wie Purging und positive Selektion von
CD34+ Zellen sind diese Verfahren derzeit nur unter
klinisch-wissenschaftlichen Studienbedingungen
durchführbar.

Transplantation peripherer Blutstammzellen
Nach Abschluß der Hochdosistherapic werden die pe-
ripheren Blutstammzellen zurückinfundiert.

Bei autologen Transplantaten werden die Leuka-
pheresebeutel im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, die
Zellsuspension in einer 50-ml-Spritze aufgezogen und
schließlich über einen zentralvenösen Cuff-Cat-Ka-
theter langsam infundiert. Aliquots der Zellsuspensi-
on werden im klonogenen Kulturassay und durch
DNA-Färbung auf Viabilität hin untersucht sowie mi-
krobiologisch in einem Hygiene-Institut untersucht.
Wie bei der Leukapherese wird jeder Einzelschritt der
Transplantation dokumentiert. Eine Zusammenfas-
sung der Empfehlungen für ein Transplantationslabor
ist in Tabelle l gegeben.

Tabelle 1 Empfehlungen zur Qualitätssicherung:
Transplantationslabor

Zellkulturen
• KJonpgener Kulturassay:

Viabilitätsnachweis zur Kontrolle der Kryopräservation
• Cobble stone forming cell assay:

Nachweis früher hämatopoetischer Stammzellen für
Langzeithämatopoese nach Transplantation

Immunfluoreszenzanalyse der CD34+ Zellen
• Monitoring der Blutstammzellgewinnung
• Bestimmung der Stammzellzahl im Transplantat
• Subtypisierung zur Beschreibung der

Transplantatzusammensetzung

Ex-vivo Verfahren für Knochenmark- und Blutstamm-
zelltransplantate
• Purging-Methoden mit monoklonalen Antikörpern und

magnetischen Beadpartikeln
• CD-34+ Zellanreicherung
• Ex-vivo Kultivierung von CD34+ Zellen
• Transfektion von Stammzellen für somatische

Gentherapie
Nachweis residualer Tumorzellen
• Immunfluoreszenzanalyse für aberrante Ko-Expression
• Molekularbiologische Methoden

- Southern Blot .
- Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

• Immunzytologische Methoden
• Fluoreszenz-ln-Situ-Hybridisierung (FISH)
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Tabelle 2 Empfehlungen zur Qualitätssicherung:
Hämatologisch-onkologisches Behandlungszentrum

• Krankenhaus der Maximalversorgung mit
hämatologisch-onkologischem Schwerpunkt

• Enge Kooperation mit anderen Kliniken,
Fachabteilungen und theoretischen Instituten, wie
Strahlenklinik, Gynäkologie, Urologie, Institut für
Immunologie und Serologie, Institut für Hygiene,
Mikrobiologie und Virologie

• Ärzte mit hämatologisch-pnkologischer Fachausbildung
sowie Pflegepersonal mit intensivmedizinischer
Schulung

• Mindestzahl von 20 Transplantationen pro Jahr

Anforderung an das
hämatologisch-onkologische
Behandlungszentrum
Grundlage für eine erfolgreiche Blutstammzelltrans-
plantation |33] sind neben den labortechnischen Vor-
aussetzungen internistische Fachärzte mit hämatolo-
gisch-onkologischer Ausbildung sowie Pfleger und
Schwestern mit intensivmedizinischer Erfahrung. Pro
Jahr sollte ein Minimum von 20 Transplantationen
durchgeführt werden, um die nötige Routine und Er-
fahrung zu entwickeln, die durch Teilnahme an Fort-
und Weiterbildungsveranstaltungen vertieft werden
müssen. Das Zentrum muß eine maximale Kranken-
versorgung gewährleisten können, d.h., es muß minde-
stens über ein Röntgeninstitut, ein Zentral-

Tabelle 3 Strukturmodell eines Blutstammzell- und Knochenmark-Zentrums

Medizinische Klinik

• Kardiologie/Pulmonologie
• Gastroenterologie
• Endokrinologie

Radiologische Universitätsklinik

• Ganzkörperbestrahlung
• "Involved-field" Radiotherapie nach

Transplantationen

Universitäts-Frauenklinik

• Mamma-Ca/Ovarial-Ca
• Nabelschnurvenen-Stammzellen
• Minimal Diseases Nachweis

Universitäts-Kinderklinik

• Sarkome

Urologische Universitätsklinik

• Hodentumoren

Orthopädische Universitätsklinik

• Weichteilsarkome

Psychosozialer Dienst

Auswärtige Zentren im Rahmen
klinischer Studien

Apotheke

• Zentrale Zytostatikazubereitung

Klinik

Ambulanzen
- Erstkonsultation
- Nachsorge

Leukaphereseeinheit
- Stammzellgewinnung

Tagesstation
- Staginguntersuchungen
- ambulante Chemotherapie und

Transfusionen von Blutprodukten

Allgemeinstation
- Konventionelle Chemotherapie mit

Stammzellmobilisierung

Transplantationsstation mit
Umkehrisolation
- Hochdosistherapie mit

Transplantation

Transplantationslabor

• Normale Hämatopoese
- Zellkulturen/Immunfluoreszenz

• Minimal Disease Nachweis
- Molekularbiologie (PCR, Southern

Blot)
-ln-situ-Fluoreszenz-Hybridisierung

(FISH)
• Large-scale Zellpräparation mit

Kryopräservation und Lagerung der
Transplantate

• Purging und CD34+ Zellanreicherung
• Ex vivo Kultivierung von CD34+

Zellen

Klinische Kooperationseinheit am
Deutschen Krebsforschungs-
zentrum (DFKR)

»Somatische Gentherapie mit
hämatopoetischen Stammzellen

> Antisensene-Strategien
»AAV-Vektoren
»Retroviren
• Telomerlängen in CD34+

Stammzellen
» Hämatopoese bei Patienten mit

HIV-Infektion

Institut für Immunologie/Serologie

»HLA-Typisierung
V HLA-Antikörper-Screening
»Bereitstellung von Blutprodukten
• Allogene Blutstammzellgewinnung

Hygiene/Mikrobiologie/Virologie

• Überwachung der Krankenstationen
einschl. Personal, Lüftungstechnik

• Transplantationslabor
• Transplantate

. · Prohylaktische
Abstrichuntersuchungen

• Infektiologische Visiten
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laboratorium mit Nolfalldienst sowie über Beat-
mungsplätze verfügen. Ferner bedarf es einer engen
Zusammenarbeit mit der Strahlenklinik, einem Insti-

: tut für Hygiene und Virologie sowie einem Institut für
• Immunologie und Serologie einschließlich Blutbank

(Tabelle 2 und 3).
Kernstück des Behandlungszentrums ist die Trans-

plantationseinheit mit erfahrenen Ärzten und Pflege-
personal. Da die Patienten nach einer Hochdosisthe-
rapie mit Stammzelltransplantation stark immunsup-
primiert und durch bakterielle Infektionen und Blu-
tungen gefährdet sind, bedarf es auch spezieller Maß-
nahmen zur Qualitätskontrolle der hämatologisch-on-

; kologischen Pflege.
Ein weiterer Aspekt der Qualitätssicherung betrifft

. die Nachsorge der Patienten, zumal die Patienten
selbst bei normaler Blutbildung noch bis zu 6 Monaten
immungeschwächt sind. Grundlage dafür ist eine enge
Zusammenarbeit des Transplantationszentrums mit
den einweisenden Hausärzten und Krankenhäusern,
um Spätkomplikationen zu erkennen und rechtzeitig
zu behandeln.
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Nutzen Sie den Vorsprung von
UniCAP. Der erste Vollautomat für
die Allergie-Diagnostik.
Kompakte Technologie und zu-
verlässige, sichere CAP-Ergebnisse.
Schnell, einfach, flexibel.
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Industriemitteilungen
UniPoint - Steuer- und Auswertesoftware für die
HPLC

Mit UniPoint™ können Sie die Module Ihrer GIL-
SON-1 IPLC-Anlagc jetzt zentral von einem Rechner
aus steuern und koordinieren.

Multitasking macht eine effektive Nutzung des
Computers möglich: Sie können während eines Laufs
nicht nur gleichzeitig mehrere Systeme koordinieren,
sondern auch Methoden entwickeln und Daten nach-
bearbeiten. Oder - falls Sie es wünschen - in anderen
Windows- oder Nicht-Windows-Programmen arbei-
ten.

Alle GILSON-Module können ebenso wie neue
eingebunden und miteinander kombiniert werden.

So wird Ihre HPLC-Anlage mit UniPoint kosten-
günstig und einfach zu einem komplexen System.

Bei Rückfragen wenden Sie sich bitte an: Lutz Sta-
benow, Tel.: 02173/89 05 70.

Anzeige

Neu - Franktionssammler M206

Als Nachfolger des bewährten GILSON-Franktions-
sammlers M201 können wir Ihnen jetzt den M206 vor-
stellen.

Mit ihm können Sie manuell oder automatisch jede
Art von Proben im analytischen sowie im präparativen
Maßstab fraktionieren. Zum Sammeln der Fraktionen
können kleinvolumige Gefäße ebenso wie Gefäße mit
mehreren Litern Fassungsvermögen eingesetzt wer-
den.

Der M206 verfügt über alle Möglichkeiten des Vor-
gängers, wie freie Rackprogrammierung und fünf ver-
schiedene Frakttonsmodi. Er ist ebenfalls mit einer se-
paraten Tastatur zur Bedienung ausgestattet, so daß
der Fraktionssammler getrennt von der Tastatur im
Abzug oder in gekühlten Räumen betrieben werden
kann.

Neu am M206 sind die verschiedenen Sicherheits-
einrichtungen: Eine Kunststoffabdeckung über dem
Fraktionierrack verhindert die Kontamination der
Fraktionen durch Raumiuft. Die am Fraktionierarm
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DR. KOCH— DR. MERK
l 88416 OCHSENHAUSEN

mitgeführte Spülstation minimiert das Verdampfen
des Lösungsmittels in die RaumJuft.

Außerdem wurde die Software um die Möglichkeit
der Mehrfach-Injektion erweitert. Mit dieser Funktion
kann die nächste Probe schon injiziert werden,
während die erste Probe noch fraktioniert wird.

Neu sind auch die spezielle Dosiernadel und das
Zubehör, mit dem eine Franktionierung bei Flußraten
bis zu 800 ml/mion möglich ist.

Bei Rückfragen wenden Sie sich bitte an: Lutz Sta-
benow, Tel.: 02173/89 05 70.
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