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Einflhrung

Die intravendse Infusion patienteneigener hdmatopoetischer Stammzellen zur Behebung einer Knochen-
marksschadigung nach Hochdosistherapie ist das Grundprinzip der autologen Stammzelltransplantation. So-
mit ist eine ausreichende Stammzellgewinnung fur die Durchfiihrung des Verfahrens essentiell, da andernfalls
eine inadaquat lange Aplasiephase mit potentiell lebensbedrohlichen Komplikationen die Folge wére.

Stammazellquelle

Hamatopoetische Stammzellen kdnnen direkt aus dem Knochenmark oder nach Stimulation aus dem peri-
pheren Blut gewonnen werden. Sie sind rechtlich gesehen Arzneimittel zur hdmatopoetischen Rekonstitution
und Immunrekonstitution. Die Herstellung, das Inverkehrbringen und die Anwendung von hdmatopoetischen
Stammzellen unterliegen den Vorschriften des Arzneimittelgesetzes sowie des Transplantationsgesetzes und
des Transfusionsgesetzes. Bezliglich der Einzelheiten sei auf die Richtlinie zur Herstellung und Anwendung
hamatopoetischer Stammzellzubereitung der Bundesarztekammer verwiesen (1).

Eine Entnahme und Lagerung von Stammzellen aus Nabelschnurblut fur eine eventuelle, spatere autologe
Verwendung wird nicht beflrwortet (Stellungnahme der DAG-KBT auf www.dag-kbt.de).

Stammzellgewinnung aus dem Knochenmark

Fur die Gewinnung von hdmatopoetischen Stammzellen aus dem Knochenmark ist in der Regel eine Voll-
narkose notwendig, um die erforderliche Zellzahl an hdmatopoetischen Stammzellen durch multiple Becken-
kammpunktionen zu gewinnen. Das Entnahmevolumen sollte maximal 20 ml/kg Kérpergewicht (KG) betragen.
Durch den begleitenden Blutverlust kann eine Erythrozytensubstitution von Fremdblut notwendig werden.

In der autologen Stammzelltransplantation spielt die Gewinnung von Stammzellen aus dem Knochenmark
keine Rolle mehr, da die Verwendung von peripheren Blutstammzellen nicht nur eine weniger belastende
Prozedur flr den Patienten darstellt, sondern weil es bei der Verwendung von peripheren Blutstammzellen im
Vergleich zum Knochenmark zu einer deutlich schnelleren Regeneration der Hamatopoese und der Immun-
rekonstitution kommt (2, 3).

Stammazellgewinnung aus dem peripheren Blut

Heute werden autologe Stammzelltransplantationen fast ausschlieBlich mit peripher gewonnenen Blutstamm-
zellen durchgefiihrt. Durch verschiedene Mobilisierungsverfahren (siehe 3.3) werden die hdmatopoetischen
Stammzellen ins Blut ausgeschwemmt und kénnen dort durch Apherese gewonnen und anschlieBend kryo-
konserviert werden (siehe 3.7). Diese Prozedur erfolgt entweder Uber einen peripheren oder einen zentralen
Venenzugang. Hauptnebenwirkung kénnen eine Elektrolytverschiebung durch den Zusatz von Citrat als An-
tikoagulans sein oder eine durch die Apherese bedingte Thrombozytopenie, insbesondere bei Verwendung
von Large-Volume-Leukapheresen.

Bezuglich der notwendigen Vorbereitung des Patienten sei auf die Richtlinien des Bundesérztekammer ver-
wiesen (1).

Mobilisationsverfahren zur Stammzellgewinnung aus dem peripheren Blut
Mobilisation ohne Chemotherapie (,,Steady-state-Mobilisation®)

Bei der sogenannten ,,Steady-state-Mobilisation* wird die Ausschwemmung von h&dmatopoetischen Stamm-
zellen (HSC) durch die Applikation eines Zytokins, Ublicherweise von Granulozyten Kolonie-stimulierendem
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Faktor (G-CSF) erreicht. Zugelassen sind in Deutschland derzeit Filgrastim, 10 pg/kg/Tag s.c. oder i.v. Uber 5
bis 7 Tage (Fachinformation Neupogen, Nivestim, Ratiograstim) sowie Lenograstim, 10 pg/kg/Tag s.c. oder i.
v. Uber 4 bis 6 Tage (Fachinformation Granozyte). G-CSF kann einmal pro Tag mit 10 ug/kg KG oder zweimal
taglich zu je 5 pg/kg KG verabreicht werden. Es liegen Daten vor, die eine Aquivalenz der Effektivitét verschie-
dener Filgrastim-Biosimilars zeigen (4, 5).

Die Apherese erfolgt Ublicherweise ab Tag 5, unabhangig ob Filgrastim oder Lenograstim eingesetzt wird.
Eine vorherige Messung der CD34+-Zellen im peripheren Blut ist nicht unbedingt erforderlich, kann aber zur
Abschatzung des Sammlungserfolges und der Dauer der Leukapherese erfolgen. Als Grenzwert werden hier
10-20 CD34+/ul angesehen (6), ndheres hierzu sieche Abschnitt 3.6.2. Wird die gewlinschte Zellausbeute (sie-
he unten) oder CD34-Zellzahl in der ersten Sammlung nicht erreicht, kann die Mobilisierung noch 1-2 Tage
fortgesetzt werden. Danach ist das Zeitfenster flr eine optimale HSC-Sammlung in der Mehrzahl der Falle
geschlossen. Die Gabe von G-CSF sollte taglich bis zur letzten Apherese erfolgen.

Ebenfalls resultiert die Gabe von pegyliertem G-CSF (Pedfilgrastim) in einer suffizienten Stammzellmobilisati-
on (7), die Substanz ist jedoch zur HSC-Mobilisation nicht zugelassen.

Eine Steady-state-Mobilisation sollte dann zur Anwendung kommen, wenn der Einsatz einer Chemotherapie
zur Therapie der Grunderkrankung nicht sinnvoll ist oder aber die Toxizitat als zu hoch eingeschatzt wird.
Damit ist eine Steady-state-Mobilisierung vor allem bei Patienten mit benignen Erkrankungen, bei erheblicher
Komorbiditat oder bei in stabiler kompletter Remission befindlichen malignen Erkrankungen indiziert.

Chemotherapie-basierte Mobilisation

Bei der Mobilisation durch Chemotherapie erfolgt die Gabe einer Knochenmark-supprimierenden zytost-
atischen Therapie und nachfolgend im Zeitraum der Regeneration der Einsatz von G-CSF. Zugelassene
G-CSF-Préparate in Deutschland fir die Chemotherapie-basierte Mobilisation sind Filgrastim mit 5 pg/kg
KG/Tag und Lenograstim 150 ug (19,2 Mio. I.E.) pro m?/Tag. Uber eine héhere Dosierung von G-CSF wurde
berichtet (8), allerdings liegen hierzu keine randomisierten Studien vor und ein erhdhtes Risiko von Nebenwir-
kungen kann nicht ausgeschlossen werden.

Die Gabe von G-CSF wird dabei nach Abschluss der Chemotherapie, spéatestens jedoch im Leukozyten-
nadir begonnen und bis zur letzten Apherese fortgesetzt. Notwendige Voraussetzung fir eine erfolgreiche
Stammzellsammlung ist der Beginn der Sammlung méglichst zum Zenit der maximalen CD34+ Stimulation.
Um diesen Zeitpunkt nach Mobilisationschemotherapie zu erkennen empfiehlt es sich, sowohl den Leuko-
zytenanstieg als auch die Thrombozytenzahl téglich zu messen. Ab einem Anstieg der Leukozytenzahl nach
Durchschreiten des Nadirs auf tGber 1000 /ul ist es sinnvoll, t&glich eine CD34+ Messung im peripheren Blut
(PB) durchzufiihren. Meist geht der Anstieg der CD34-Zellzahl mit dem Wiederanstieg der Thrombozyten auf
> 50.000/pl einher. Spatestens bei einer CD34+ Zellzahl > 20 /pl im PB sollte mit der Stammzellsammlung
begonnen werden; siehe hierzu auch Abschnitt 3.6.

Grundsétzlich besteht die Mdglichkeit, zur Mobilisation die Chemotherapie zu verwenden, die auch gegen die
Grunderkrankung gerichtet ist (z. B. Mobilisation im Anschluss an ,R-DHAP* bei aggressiven B-Zell-Lympho-
men). Alternativ kann eine sogenannte ,Mobilisations-Chemotherapie” mit dem Ziel der Stammzell-Mobilisa-
tion durchgefihrt werden (z.B. Cyclophosphamid oder ,CAD*“ beim Multiplen Myelom).

Der Vorteil der Chemotherapie-basierten Mobilisation besteht im verbesserten Aphereseergebnis mit einer in
zahlreichen Studien demonstrierten héheren Zahl an CD34+-Zellen (9). Ein weiterer Vorteil besteht in der Ak-
tivitat der flr die Mobilisation verwendeten Chemotherapie gegen die Grunderkrankung. Die Art der verwen-
deten Chemotherapieprotokolle richtet sich damit nach der Grunderkrankung. In Tabelle 1 sind beispielhaft
Protokolle aufgeflihrt, die fir eine entitdtsspezifische Chemotherapie-basierte Mobilisation geeignet sind.

Unabhéngig von der Grunderkrankung ist die Gabe von Cyclophosphamid i. v. mit einer Dosis von 2-4g/m2
(verteilt auf 1 oder 2 Tage; bei Patienten > 65 Jahre oder mit Komorbiditdten maximal 2 g/m?) zur Chemothe-
rapie-basierten Mobilisation gut etabliert.

Der Nachteil der Chemotherapie-basierten Mobilisation besteht in der zusatzlichen Toxizitédt der Chemothe-
rapie, der zumeist notwendigen Hospitalisierung und zusatzlichen Kosten. Weiterhin ist nach Chemothera-
pie-basierter Mobilisation das Zeitfenster fir die Stammzellsammlung zwar gréBer, der optimale Apherese-
zeitpunkt ist jedoch schlechter vorhersagbar. Eine aktuelle Arbeit stellt in einer Ubersicht die Zeitpunkte fiir
den Beginn der G-CSF-Gabe und des CD34-Monitorings bei 11 gédngigen Mobilisierungsschemata dar (10).

Zahlreiche Studien belegen, dass die Ergebnisse der autologen SZT inklusive Rezidivrate bei Verwendung
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von HSC aus Steady-state-Mobilisation und Chemotherapie-basierter Mobilisation sich nicht unterscheiden
(11). Zudem ist der Stellenwert der Mobilisationschemotherapie bezogen auf die Remissionsqualitat zum
Zeitpunkt der Stammzellsammlung angesichts immer effizienterer Induktionstherapien nicht eindeutig geklart
(12).

Das Auftreten einer UberschieBend hohen Leukozytenzahl von > 80.000 /ul in Kombination mit einer unzurei-
chenden CD34-Zellzahl (< 20 /yl) ist selten; in diesen Fallen sollte die weitere Stimulation mit G-CSF nur in
reduzierter Dosis erfolgen oder ausgesetzt werden, um rheologische Probleme zu vermeiden.

Tabelle 1: Empfohlene Protokolle zur Chemotherapie-basierten Mobilisation

Entitat Geeignete Protokolle mit entitats-
spezifischer Aktivitat
Multiples Myelom IEV, CAD
Non-Hodgkin-Lymphom DexaBEAM, (R)-DHAP, (R)-ICE, (R)-CHO(E)P
Hodgkin-Lymphom DexaBEAM, DHAP, BEACOPP, ABVD
Keimzelltumor T-ICE, CE

Neuroblastom

Nephroblastom

Mobilisierung im Rahmen des jeweiligen

Ewing-Sarkom (experimentel) Therapieprotokolls

AT-RT/Medulloblastom

Hepatoblastom

AML hochdosiertes Cytarabin

Nicht-maligne Erkrankungen (Amyloidose,

; _ 2
Systemische Sklerodermie, Multiple Sklerose) Cyclophosphamid 2-4 g/m

Legende: IEV - Ifosfamid, Epirubicin, Vincristin; CAD — Cyclophosphamid, Adriamycin, Dexamethason; DexaBEAM — Dexamethason,
BCNU, Etoposid, Cytarabin, Melphalan; R — Rituximab; DHAP - Dexamethason, hochdosiertes Cytarabin, Cisplatin; ICE - Ifosfamid,
Carboplatin, Etoposid; CHO(E)P — Cyclophosphamid, Adriamycin, Vincristin, (Etoposid) Prednisolon; BEACOPP - Bleomycin, Etoposid,
Adriamycin, Cyclophosphamid, Procarbacin, Prednisolon; ABVD - Adriamycin, Bleomycin, Vinblastin, Dacarbazin; T-ICE — Paclitaxel,
Ifosfamid, Carboplatin, Etoposid; CE — Carboplatin, Etoposid.

AT-RT- Atypischer Teratoid/Rhabdoid Tumor.

Der Einsatz des CXCR4-Antagonisten Plerixafor in Kombination mit G-CSF zur Mobilisation autologer Stamm-
zellen bei Steady-state- und Chemotherapie-basierter Mobilisation ist bei vorangegangenen oder absehba-
rem Mobilisationsversagen indiziert; siehe hierzu Abschnitt 3.6.

Mobilisationsziele

Non-Hodgkin-Lymphome, Hodgkin-Lymphom

Bei Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphom (NHL) bzw. Hodgkin-Lymphom (HL) kann je nach Entitat und Krank-
heitsstadium in der Primartherapie bzw. im Rezidiv eine Hochdosis-Chemotherapie mit autologer Stammzell-
transplantation indiziert sein. Fir die dezidierten Therapieschemata der einzelnen Krankheitsentitaten sei auf
die jeweiligen Leitlinien verwiesen.

Generell gilt, dass fUr eine autologe Blutstammzelltransplantation in diesem Patientenkollektiv ein einziges
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Stammzelltransplantat (mit Ausnahme der seltenen ,,Doppelhochdosis” beim HL) ausreichend ist. Die friiher
noch durchgefiihrte Entnahme eines zweiten Stammzellpraparates als ,,Back-up” ist heute in den meisten
Zentren nicht mehr Ublich. Als absolutes Minimum fiir eine Transplantation wird eine CD34+ Zellzahl von
> 2,0 x10° vitalen CD34+ Zellen/kg KG angesehen (bzgl. Vitalitat der Zellen siehe Abschnitt 3.7.2). Die meis-
ten Transplantations—-zentren betrachten eine Zelldosis von 2,5 - 4 x10° CD34+ Zellen /kg KG als adaquat,
basierend auf einer Vielzahl an klinischen Daten (6, 13-17). Ob héhere Stammzelldosen das Gesamtergebnis
nach Transplantation verbessern, ist unklar.

Multiples Myelom

FUr Patienten mit multiplem Myelom in der Erstlinientherapie sollte bei Vorliegen einer Transplantationsfahig-
keit genligend Stammzellen fir mindestens zwei, besser drei Stammzelltransplantate gesammelt werden,
insbesondere wenn eine Tandem-Transplantation angestrebt wird. FUr ein eventuelles Rezidiv steht dann
noch ein drittes Transplantat zur Verfligung. Als Untergrenze fiir ein Transplantat gilt eine Zellzahl von > 2 x10°
vitalen CD34+ Zellen/kg KG.

Amyloidose

Prinzipiell gilt auch bei der Amyloidose eine Zelldosis von 2,0 x10° CD34+ Zellen/kg KG als Untergrenze.
Allerdings gibt es aktuelle Daten, die eine hdhere Zelldosis im Bereich > 6,5 x10® CD34+ Zellen/kg KG als vor-
teilhaft erscheinen lassen, und zwar aufgrund einer kiirzeren Zeitdauer bis zur Rekonstitution der Leukozyten
(> 1.000/pl) und einem hdheren Thrombozytenwert ein Jahr nach autologer Transplantation (18). Gerade bei
komorbiden Patienten (z.B. bei Amyloidose mit kardialer Beteiligung) kann es daher sinnvoll sein, eine hdhere
CD834+-Zellzahl zu transplantieren, um die Aplasiephase mdglichst kurz und damit das Risiko von Infektkom-
plikationen geringer zu halten. Prospektive Studien zu dieser Thematik mit diesem Patientenkollektiv gibt es
jedoch nicht.

Autoimmunerkrankungen

Flr Patienten mit aggressiv verlaufenden bzw. refraktaren Autoimmunerkrankungen (insbesondere Multiple
Sklerose, Systemische Sklerose, Vaskulitis und rheumatoide Arthritis) kann eine Hochdosis-Chemotherapie
mit autologer Stammzelltransplantation eine therapeutische Option darstellen (19-23). Zumeist wird bei die-
sem Patientenkollektiv zur Mobilisierung eine Cyclophosphamid-basierte Mobilisationschemotherapie einge-
setzt, welche sich als effektiv und sicher herausgestellt hat (19).

Die optimale Zelldosis bei diesem Patientenkollektiv ist nicht eindeutig definiert, als Minimum wird auch hier
eine Zelldosis von > 2 x108 vitalen CD34+ Zellen/kg Kérpergewicht angesehen.

Solide Tumore

Fir bestimmte solide Tumore stellt eine Hochdosis-Chemotherapie mit autologer Stammzelltransplantation
eine valide Therapieoption dar. Insbesondere trifft dies auf Keimzelltumore sowie das Ewing-Sarkom zu.
Zur Differentialtherapie dieser Entitaten sei auf die entsprechenden Leitlinien verwiesen. Es gilt zumeist eine
Zelldosis von > 2 x10° vitalen CD34+ Zellen/kg KG als Minimum, wobei einzelne Studienprotokolle auch ho-
here Dosen angeben. Im EWING 2008-Protokoll (EudraCT Nummer: 2008-003658-13) werden beispielsweise
3,0 x10° CD34+ Zellen/kg KG pro Transplantat gefordert. Die Anzahl der erforderlichen Transplantate richtet
sich nach der Anzahl der geplanten Transplantationen und ist den jeweiligen Therapie- bzw. Studienproto-
kollen zu entnehmen. Insbesondere bei jingeren Patienten mit Ewing-Sarkom sollten angesichts der meist
intensiven Therapieschemata rechtzeitig und in ausreichender Menge Stammzellen gesammelt werden (24).

Akute Leukamien

Auch fur die autologe SZT bei Patienten mit akuter Leuk&mie wurde in den vorliegenden Studien eine Mini-
maldosis von > 2 x10° vitalen CD34/kg verwendet und scheint ausreichend (25, 26). In einigen Protokollen
wurde eine Maximaldosis von 10x10° transplantierten CD34+ /kg KG definiert (26).

Apherese

eitpunkt
Siehe hierzu bitte Abschnitt 3.3

Dauer und Haufigkeit
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Zumeist wird in Abhangigkeit vom CD34+-Ausgangswert im peripheren Blut das 3 bis 4-fache Blutvolumen
(TBV) prozessiert. Bei hdheren Volumina handelt es sich um sog. ,Large-Volume Apheresen®, die neben der
Standard-Antikoagulation mit ACD-A noch weitere MaBnahmen erfordern. Die Dauer einer einzelnen Leu-
kapheresesitzung wird in den meisten Zentren auf maximal 5 Stunden begrenzt. Zum Zeitpunkt der Leuka-
pherese sollte eine Thrombozytenzahl von mind. 50 /nl und ein Hdmoglobinwert von > 8,0 g/dl vorliegen. Bei
Unterschreiten dieser Werte sollte entsprechend substituiert werden und die Leukapheresedauer auf das
notwendige Minimum begrenzt werden. Zur genauen Abschitzung des notwendigen zu prozessierenden
Blutvolumens empfiehlt sich eine vorherige Berechnung mittels geeigneter Formel (27-29).

Wenn in der ersten Leukapheresesitzungen nicht das erforderliche Sammlungsziel erreicht wird, kdnnen
insgesamt bis zu vier taglich aufeinander folgende Leukapheresesitzungen durchgeflihrt werden, bis das
Sammlungsziel erreicht ist. Meist wird ab der dritten Sitzung eine Abnahme der gesammelten CD34+ Menge
beobachtet, zumindest sofern die Sammlung tatsachlich am Zeitpunkt der maximalen CD34+-Stimulation
begonnen wurde. Mehr als vier Leukapheresesitzungen sind dem Patienten in aller Regel nicht zumutbar und
auch nicht erfolgversprechend.

Zur Verwendung von Plerixafor siehe bitte Abschnitt 3.6.2. Zudem ist eine mdglichst geringe Anzahl an Leu-
kapheresesitzungen sowohl kosteneffizient als auch fiir den Patienten weniger belastend (6, 30, 31).

Mobilisationsversager (,,poor mobilizer)

Definition

Ein Mobilisationsversagen wird als Unvermdgen definiert, die gewlinschte Zielzellzahl an CD34+-Zellen in
einem Mobilisierungsversuch zu erreichen. Wie bereits erwahnt wird im Allgemeinen eine Stammzelldosis
von mindestens 2x10° CD34+-Zellen/kg KG als ausreichend fiir eine Transplantation angesehen; bei einer
geringeren Zellzahl muss von einer ungeniigenden Mobilisation bzw. einem Mobilisationsversagen ausgegan-
gen werden (6). DarlUber hinaus kénnen Untergruppen von ,,poor mobilizern“ anhand der CD34+-Zellzahl im
peripheren Blut (PB) definiert werden: ,borderline poor mobilizer (11-19 CD34+ Zellen/ul PB), ,relative poor
mobilizer” (6-10 CD34+ Zellen/pl PB) und ,,absolute poor mobilizer” (0-5 CD34+ Zellen/pl PB) (32).

Vorgehen bei ungeniigender Mobilisation

Eine unzureichende Mobilisation ist in der CD34+-Messung im PB oder in einer nicht ausreichenden Samm-
lung in der ersten Leukapheresesitzung erkennbar. Bei Vorliegen von > 20 CD34+-Zellen/pl PB sollte mit einer
Stammzellsammlung begonnen werden. Bei 15-20 CD34+ Zellen/pl PB besteht ein Graubereich, in dem nur
dann eine Leukapherese begonnen werden sollte, wenn nicht mehr als maximal zwei Stammzelltransplan-
tationen das Ziel sind. Ansonsten wére hier bereits eine zusatzliche Stimulation mit Plerixafor zu erwégen.
Werden bei dem Patienten 10-15 CD34+-Zellen/ul PB gemessen, sollte die Verwendung von Plerixafor grund-
satzlich diskutiert werden, da eine Sammlung in nur einer Apheresesitzung bei der Mehrheit der Patienten
nicht erreichbar scheint; als Entscheidungshilfe kann auch das Vorliegen von Risikofaktoren fir eine frustrane
Stammzellsammlung dienen (siehe Abschnitt 3.6.3). Bei einer CD34+-Konzentration von < 10/pl PB sollte
stets versucht werden, mit Plerixafor die Stammzellmobilisation zu optimieren. In Ergdnzung zur CD34-Mes-
sung im peripheren Blut sollte auch das Sammlungsergebnis der ersten Leukapheresesitzung betrachtet wer-
den. Sofern in der ersten Leukapheresesitzung weniger als ein Drittel der Zielzellzahl gesammelt werden, ist
die Gabe von Plerixafor indiziert, da ansonsten nicht von einem Erreichen des Sammlungsziels ausgegangen
werden kann (6, 31).

Vermeidung einer ungentigenden Mobilisation

Maogliche Risikofaktoren fiir eine ungenligende Mobilisation sind: Alter Uber 60 Jahre (6, 33-35), fortgeschrit-
tenes Krankheitsstadium (33, 35, 36), vorherige Anzahl an Chemotherapiezyklen (32, 33, 35-37), sowie die Art
der Chemotherapie, insbesondere wenn sie Melphalan oder Fludarabin enthielt (Lenalidomid wird in diesem
Kontext kontrovers diskutiert) (32, 33, 35-43). Eine vorhergehende strahlentherapeutische Behandlung stellte
in einigen aber nicht in allen untersuchten Patientenkollektiven einen Risikofaktor dar (32, 33, 35, 37). Kont-
rovers diskutiert wird auch die Bedeutung eines niedrigen Thrombozytenwertes vor Beginn der Mobilisierung
(34, 37, 44-46).

Bei Vorliegen eines oder mehreren der o.g. Risikofaktoren sollte friihzeitig die additive Gabe von Plerixafor
in Erwagung gezogen werden. Ansonsten ist insbesondere bei Dosis-intensiven Therapieregimen darauf zu
achten, méglichst in einer friihen Phase der Behandlung eine ausreichende Anzahl an Stammzelltransplanta-
ten zu sammeln.
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Kryokonservierung und Lagerung

Vorgang der Kryokonservierung

Zur Lagerung und Krykonservierung von HSC-Produkten nach Apherese sind die jeweils glltigen nationa-
len bzw. européischen Vorgaben zu beachten - z. B. EU: Richtlinie 2004/23/EG (47) und 2006/17/EG (48),
EU-GMP-Leitfaden (49); Deutschland: AMWHYV (50), Richtlinie der Bundesarztekammer (1); Osterreich: Ge-
webesicherheitsgesetz (51), Gewebebankenverordnung (52), Gewebeentnahme-einrichtungsverordnung (53),
Gewebevigilanzverordnung (54).

Im Regelfall werden autologe HSC-Produkte fir eine spatere Anwendung kryokonserviert. Eine Flissigla-
gerung ist unter validierten Bedingungen bei +2 bis +6° C max. 72 h bzw. bei Raumtemperatur max. 48 h
nach Abschluss der Entnahme mdglich. Es wird allerdings empfohlen, Stammzellen zeitnahe nach Abschluss
der Entnahme zu kryokonservieren, am besten innerhalb von 24-30 Stunden, da die Vitalitat beim Einfrieren
> 30 Stunden nach der Gewinnung deutlich abnimmt. Fir die Kryokonservierung stehen unterschiedliche
Protokolle zur Verfiigung. Ublicherweise werden die HSC-Produkte bei einer geeigneten Zellkonzentration
(Leukozyten < 400x109/1) in Suspension (5-20 Vol.-% DMSO in autologem oder homologem Plasma oder
Humanalbumin mit 0,05 - 0,25 ml/ml ACD-A Stabilisatorldsung) in einem kontrollierten Einfrierprozess (op-
timale Temperatursenkung 1-2 °C/min) eingefroren und bei Temperaturen <-140° C gelagert (55) Bei der
Bearbeitung und Lagerung ist das Risiko von Kreuzkontamination zu vermeiden. Im Rahmen der Validierung
und ggf. fir einzelne HSC-Produkte ist die Vitalitdt und Proliferationsfahigkeit anhand von analog gelagerten
Ruckstellproben (s.u.) (Praparateproben) zu analysieren.

Riickstellproben

In Abhéngigkeit der nationalen Vorgaben miissen sowohl vom Spender als auch vom Produkt Rickstellpro-
ben gewonnen werden.

Spendertestung: GemaB der aktuellen Regelungen sind in Deutschland keine Riickstellproben vom Spender
anzulegen. In Osterreich dagegen sind von allen entnommenen Laborproben (Infektionsserologie) in ausrei-
chender Menge Ruckstellproben anzulegen, so dass zumindest eine zweimalige Wiederholung der freiga-
berelevanten Laboruntersuchungen mdglich ist. Die Rickstellmuster sind bei Verteilung der Préparate der
jeweiligen Gewebebank zu Gbermitteln.

Praparateproben: In Deutschland als auch in Osterreich sind zur Qualititskontrolle aus dem HSC-Produkten
Ruckstellproben zu gewinnen. Aus diesen erfolgt stellvertretend der Nachweis der Qualitdt und Funktionalitat
des Préparates, wie z. B. Sterilitéat, Reinheit und Vitalitét. Riickstellproben zur Uberpriifung der biologischen
Wirksamkeit werden parallel mit dem HSC-Produkten solange gelagert und ggf. kryokonserviert bis nach
Anwendung die klinische Wirksamkeit beurteilt werden kann. Ruckstellproben zur freigaberelevanten Be-
urteilung der Vitalitdt nach Kryokonservierung sollten mindestens 24h unter gleichen Bedingungen wie das
kryokonservierte HSC-Produkt vor der Analyse gelagert werden.

Qualitatskontrollen und Freigabe

Aus dem HSC-Produkten sollten vor Kryokonservierung mikrobiologische Testungen und aus den kryokon-
servierten Riickstellproben die Vitalitdt der CD34+/CD45+-Zellen analysiert werden. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen sollten vor Beginn der Konditionierung vorliegen.

Eine Testung der klonogenen Proliferation aus Rlckstellproben sollte im Rahmen der Validierung und bei ent-
sprechender Prozessénderung erfolgen.

Vor Freigabe des HSC-Produktes muss dessen Kennzeichnung gemaB gesetzlicher Bestimmungen erfolgen.
Far die protokollierte Freigabe und das Inverkehrbringen sind die der entsprechenden nationalen Regelungen
Zu beachten.

FUr den dokumentierten Transport der kryokonservierten HSC-Produkte sind entsprechend validierte Trans-
portbehalter ggf. mit Temperaturkontrolle zu verwenden, die den kryokonservierten Zustand der HSC-Pro-
dukte wahrend der gesamten Transportzeit sicherstellen.

Die Anwendung des HSC-Produktes nach Priifung der Unversehrtheit, das Priifen der Begleitdokumente
sowie das Auftauen liegt im Verantwortungsbereich des behandelnden Arztes.

Lagerung nach Kryokonservierung
Die Lagerung des kryokonservierten HSC-Produktes muss entsprechend gesetzlicher Vorgaben unter do-
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kumentierten Bedingungen erfolgen. Der Spender ist vor Apherese Uber die maximal im jeweiligen Zentrum
geplante Lagerdauer aufzukléaren. Bei kryokonservierten HSC-Produkten erfolgt die Lagerung bei < —140°C.
Wahrend der Lagerung muss das Risiko einer Kreuzkontamination verhindert werden. Die Rickstellproben
sind in der notwendigen Menge unter den analogen Bedingungen aufzubewahren, so dass Rickverfolgungs-
verfahren und Vitalitdtstestungen moglich sind.

Besondere Aspekte bei padiatrischen Patienten

Die Hochdosistherapie mit autologer Stammzelltransplantation wird bei Patienten mit Neuroblastom, Hepa-
toblastom, Nephroblastom, primitiv neuroektodermalem Tumor (PNET), atypischem teratoidem/rhabdoidem
Tumor (AT-RT) und als experimenteller Ansatz bei Patienten mit Ewing-Sarkom nach Empfehlungen der Ge-
sellschaft fur Padiatrische Hamatologie und Onkologie- (GPOH-) Therapieoptimierungsstudien durchgefihrt.

Bei der Durchfiihrung einer Stammzellapherese, insbesondere bei jungen Kindern, sollten folgende Beson-
derheiten beachtet werden: 1. die eingeschrankten Moglichkeiten eines groBlumingen vendsen Zugangs, 2.
das im Verhaltnis zum Blutvolumen groBe extrakorporale Volumen des Apheresesystems, 3. das im Vergleich
zu erwachsenen Patienten in gréBerer Menge zugefihrte Citrat und 4. die daraus folgende Notwendigkeit der
intravendsen Zufuhr von Calcium und Kalium.

Die Patienten werden in der Regel nach Durchfiihrung einer Chemotherapie gemaB dem Studienprotokoll der
bestehenden Erkrankung mit G-CSF mit 5-10 pyg/kg KG pro Tag stimuliert. Ein CD34+-Monitoring ist emp-
fohlen und sollte bei steigenden Leukozytenzahlen > 1000/ul begonnen werden. Die Stammzell-Apherese
kann ab einem Wert von 20/ul CD34+-Zellen durchgeflihrt werden. Bei Patienten, bei denen dieser Wert nicht
erreicht wird, sollte dieser an dem Tag des erwarteten Peaks der Mobilisation apheresiert werden. Eine Emp-
fehlung zum Einsatz von Plerixafor bei padiatrischen Patienten kann aktuell noch nicht gegeben werden, die
Zulassung fur ,,poor mobilizer” ist allerdings beantragt.

Um einen ausreichenden Blutfluss wéhrend der Apherese zu gewahrleisten, werden entweder 2 groB3lumige
periphere Venenverweilkanilen oder ein doppellumig, zentral liegenden Zugang benétigt. Bei Vorhandensein
eines doppellumigen Hickman-Katheters kann dariiber eine ausreichende Menge CD34+-Zellen gesammelt
werden (56, 57). Das bei Kindern meist mit einer Narkose verbundene Legen eines Shaldon-Katheters kann
so vermieden werden (57). Sollte keine Mdglichkeit einer Apherese Uber periphere Venen bestehen bzw. kein
zentral liegender Katheter vorhanden sein, kann die Anlage eines Shaldon-Katheters notwendig werden.

Aufgrund des extrakorporalen Volumens im Apheresesystems sollte bei Kindern mit einem Kdrpergewicht
unter 20 kg das Separationsset mit einem Erythrozytenkonzentrat (EK) vorgefiillt werden (Zunéchst Flillen des
Apheresesystems mit NaCl 0,9%, dann Vorflllen mit einem blutgruppenvertraglichen EK Uber die Entnah-
meseite, das Uber die Rickgabeseite ruckflieBendes Volumen verwerfen, bis der Riickgabeschenkel mit Blut
geflllt ist; dann erst den Patienten anschlieBen). Bei Kindern unter 6 kg Kérpergewicht empfiehlt es sich zu-
dem dem Erythrozytenkonzentrat an den Hamatokritwert des Patienten adaptiert Blutplasma zuzufiigen. Bei
Geréten mit sequentieller Absammlung muss bei kleinen Patienten beachtet werden, dass pro Absammlung
etwa 50 ml Volumen dem System in kurzer Zeit entzogen werden (Gefahr der Hypovoldmie).

Fir die Stammzellapherese stehen Gerate verschiedener Hersteller zur Verfliigung, die weitgehend automa-
tisierte Stammzellprogramme aufweisen. Diese miissen gegebenenfalls manuell an die padiatrischen Gege-
benheiten wie Flussvolumen und Antikoagulanz (ACD)-Menge angepasst werden(56). Ggf. muss ein Blut-
flussvolumen von unter 10 ml/min akzeptiert werden. Bei zusatzlicher Heparinisierung mit 100 U/kg KG kann
in der Regel der ACD-Zulauf auf 1:13 verringert werden, um das Risiko der Hypocalzdmie zu verringern. Zur
Vorbeugung von ACD-assoziierter Toxizitdt empfiehlt sich weiterhin eine kontinuierliche intravendse Gabe
von Ca-Gluconat und Kaliumchlorid, verbunden mit regelmaBig durchgefiihrten Kontrollen der Elektrolyte
sowie einem kontinuierlichen Monitoring von Blutdruck, Sattigung und EKG.

Unter den oben genannten Bedingungen ist eine Apherese mit dem 3fachen Blutvolumen zuverlassig mog-
lich. Fir die Durchflihrung einer Hochdosischemotherapie mit autologer Stammzelltransplantation sollte wie
bei Erwachsenen eine minimale Stammzellmenge von 2x108 kg/KG CD34+ Zellen zur Verfiigung stehen (16).
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