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1 Einleitung

Als Myelofibrose (MF) bezeichnet man im Allgemeindie Zunahme der Fasern im
Knochenmark. Zu dieser Verfaserung kommt es im Rahnverschiedener

Krankheitsbilder. Es ergeben sich je nach Ursprisgierschiede der Qualitat
(retikuline und kollagene Fasern), der Quantitatl wiem Grad der Progression der
Myelofibrose. Ursachen fur die MF kdnnen reaktiwt@mmunbedingt, toxisch),

osteopathisch (Vitamin D-Mangel, Osteopetrose)ektibs (Tbc, AIDS) aber auch

neoplastisch bedingt sein. Die MF ist hierbei steiise begleitende Reaktion der
Knochenmarksfibroblasten auf eine andere zugruedende Stoérung. Die Fibrogenese
wird dabei zytokinvermittelt induziert.

Die Primare Myelofibrose (PMF) ist, anders als Bezeichnung ,primér“ vermuten

lant, eine neoplastische Knochenmarkserkrankunghba@nso induzierter MF. Sie wird
in der neuen WHO-Klassifikation 2008 fiir myeloisddeoplasien in die Gruppe der
myeloproliferativen Neoplasien (MPN), zu denen untnderen die chronische
myeloische Leukamie (CML), die essentielle Thronmyboamie (ET) und die

Polyzythdmia vera rubra (PV) gehoren, eingeordimetien friheren Klassifikationen

wurde diese Gruppe als chronische myeloprolifegatigZrkrankungen (CMPD)

bezeichnet, die PMF als idiopathische Myelofibr{iséF).

Einzelne Mitglieder der Gruppe der MPNs kénnen derasm den Anfangsstadien der
Erkrankung auch mit einer MF einhergehen und zeidamit ahnliche klinische

Befunde, was deren Differenzierung erschwert. Ber&ameshek wies auf die
Moglichkeit der Ubergange zwischen den einzelnermiéa der MPN hin [37] und

damit auf die Probleme, die verschiedenen Krankhiiter klar voneinander zu

trennen. Bei der CML kommt es in bis zu 26% zu eM€ [57, 198, 200]. Silverstein

berichtet Uber etwa ein Sechstel seiner PV Patientdie myelofibrotische

Veranderungen entwickelten und bezeichnete disspagtpolyzythamische myeloische
Metaplasie [173]. Es besteht aber kein Zweifel an Higenstandigkeit der PMF im
Rahmen der MPN.

Die ersten PMF-Falle wurden 1879 von Heuck erwaket, von zwei Leukamie-

Patienten mit sklerotischen Veranderungen am Knoched extramedullarer

Blutbildung berichtete [80]. Seitdem wurden Uberv@dschiedene Bezeichnungen in
der Literatur verwendet. Begriffe wie “agnogeniscimyeloische Metaplasie”,

"Myelofibrose”, "Osteomyelofibrose”, "osteosklerstihe Anéamie”, "osteosklerotische



Leukamie”, "myeloische splenale Anamie”, "megakay@re Splenomegalie”,
"Myelofibrose mit myeloischer Metaplasie” oder “odmische megakaryozytére
granulozytare Myelose” spiegeln die Vielfalt dem8gyme wieder [54, 58, 121, 180,
229].

Die PMF gilt als myeloproliferative Erkrankung miVerfaserung bzw. im
fortgeschrittenen Stadium Sklerosierung des Knoataeks [1, 229]. Es liegt ursachlich
ein klonaler Stammzelldefekt vor. Fibrosierung usklerose entstehen sekundar. Es
liel3 sich nachweisen, dass die Fibroblasten pahgtlsind und damit nicht direkt mit
dem klonalen Stammzelldefekt in Verbindung steh&?, B4, 237]. Im Gegensatz zu
den anderen MPN tritt bei der PMF die Verfaserulblggat auf.

Auf die genauen Diagnosekriterien und die Abgregzumu den anderen
Krankheitsbildern wird spater genauer eingeganBés Differenzierung ist von grof3er
Bedeutung, weil die Prognosen sich erheblich udleisien und die Patienten anderen
Therapien zugefiuhrt werden. Die Prognose der PMifmi&/ergleich zu der der anderen
MPN eher schlecht [32, 168]. Es besteht genere# &eduktion der Lebenserwartung
[109, 232]und die mittlere Uberlebenszeit betragaed,3 — 11,9 Jahre [110].

Die PMF-Patienten kdénnen verschiedenen Risikognuppi¢ deutlich anderer Prognose
zugeordnet werden. Die Patienten mit dem gering®eiko zeichnen sich durch
jungeres Alter, nur geringe Andmie und normale loaykenwerte aus. Patienten dieser
Gruppe haben eine mehr als achtfach hoéhere Lelegiseng als diejenigen der
Hochrisikogruppe (Alter > 70J. Thrombozyten < 30Q0¥| bzw. Thrombozyten > 300
x 10°/1 und gleichzeitig Leukozyten > 20 x 4.

Die Behandlung verlauft je nach Stadium der Erkusngkverschieden. In friihen Stadien
ohne Fibrose und guten Prognosefaktoren wird zwt&olr beobachtet, wahrend in
klassischen Fallen mit schlechten Prognosefaktangsh Stammzelltransplantationen
(SCT) vorgenommen werden [138].

Nach allogenen SCT entwickeln relativ viele PMFi@&#en eine ausgepragte "graft
versus host disease” (GVHD), welches an dem relativem Alter der Patienten zu
liegen scheint [67]. Nachweislich ist der am meissggnifikante Prognosefaktor im
Rahmen einer allogenen SCT das Alter der PatierBensank in einer Studie die
Uberlebensraten von 62% bei Patienten unter 4%dauf 14% bei Patienten Uber 45
Jahre [68]. Daher scheint es sinnvoll, diese Belusgd vergleichsweise jungen
Patienten mit einer schlechten Prognose und geeigrgpendern zukommen zu lassen

[31, 43, 180]. Neuere klinische Studien untersuctienMdglichkeit einer allogenen



SCT mit dosisreduzierter Chemotherapie ohne Knaolaeksablation [106, 167]. Auch
diese Therapie ist durchaus wirksam und erschauet ®ption insbesondere fir &altere
Patienten zu sein.

Auch autologe Stammzelltransplantationen werdenterurder Vorstellung den
Entwicklungsprozess von Fibrose und myeloischer ajlesie bis zum erneuten
Ausbruch der Erkrankung zu unterbrechen, durchgef@j. Es zeigt sich bei vielen
Patienten eine klinische Antwort durch Verminderaieg Symptome wie Reduktion der
Milzgrof3e, Regression der Knochenmarksfibrosierwaer durch Bedarf weniger
Erythrozyten-Tranfusionen. Eine dauerhaft Heilungurcd eine autologe
Stammzelltransplantation erscheint aber eher ursghkmlich [105].

Bei massiver Splenomegalie mit rezidivierendenrkién, vermehrten Transfusionen,
die durch das Hyperspleniesyndrom bedingt sindziMdgtur und portaler Hypertension
kann die Splenektomie erforderlich sein [14]. Baistung wird vor allem bei
peritonealer, pleuraler und zentral nervoser Metspl eingesetzt [119]. Sie stellt aber
keine wirkliche Alternative zur Splenektomie dam ds haufig zu Panzytopenien
kommt und insgesamt die Mortalitat bei 13% liedi][4

Zu medikamentdser Behandlung der Zytopenie stehahreme Substanzen zur
Verfigung. Zur Behandlung der Anamie wird zum BmbkgErythropoetin (EPO)
eingesetzt EPO scheint aber nur bei den Patienten mit Anaméee erniedrigten EPO-
Konzentrationen zur Verlangerung der Transfusidesualle zu fihren [30]. Auch eine
Androgentherapie hat sich in der Behandlung dermfiedbewéhrt [18]. Am meisten
scheinen bei dieser Therapie die Patienten mitr @ineh nicht tranfusionspflichtigen
Anamie zu profitieren [29]. Etanercept ist ein Agdaist des TNFe, welcher im
Rahmen der PMF mit der Zytopenie in Verbindung gebt wird. In 20% der Falle
ergab sich unter einer Therapie mit Etanercept Bieduktion der Anamie bzw. der
Splenomegalie [177].

Ein anderer Ansatz ist die Suppression der Myeldpration. Hydroxyharnstoff ist das
am meisten eingesetzte Chemotherapeutikum. Es iegtluzinspezifisch die
Myeloproliferation. Klinisch fuhrt es zur Reduktialer Splenomegalie, der Leukozyten-
und Plattchenzahl und in einigen Fallen auch zurstidg des Hamoglobins [122]. Es
kann aber auch zu einer Zunahme einer Anamie flimneinsollte dann mit einer EPO-
Therapie kombiniert werden. Vitamin D-Analoga zeigeemmende Eigenschaften auf
die klonale Proliferation und die Kollagenbildungrdribroblasten [38]. Sie haben die

an sie gesetzten Erwartungen aber nicht erfilldiddibrosierung unter Therapie keine



Veranderungen aufzeigt [13]. Eine Therapie anlhterferon kann bei CML und PV zur
Remission und in der PMF zur Unterdriickung deripbtenten und linienspezifische
Vorlauferzellen fuhren [28]. Aul3erdem wirkt es asitagonist zu PDGF (platelet
derived growth factor) und unterdrickt die unreif@hroblasten in Knochenmark. Die
Ergebnisse der Behandlung bei PMF sind aber ewctigns [79, 182].

Thalidomid ist durch Hemmung von Zytokinen immunmladorisch wirksam und
erreicht damit eine positive Wirkung auf die Anami&€hrombozytopenie und
Splenomegalie [15]. Pirfenidon ist ein Inhibitorrv@DGF, TNFee und TGFS und
wurde in einer prospektiven Studie getestet. Esabergich keine signifikante
Verbesserung der klinischen Symptome der PMF [136].

Ein neuer therapeutischer Ansatz ergibt sich ddiehEntdeckung der Jak2-Mutation
(siehe Kapitell.3) bei 50% PMF-Patienten. Es werden schon melBefestanzen

getestet. Es liegen aber noch keine klinischeni&tubr.



1.1  Allgemeine Anmerkungen zum Monozyten-Makrophagen-Sstem (MMS)
im Knochenmark

1.1.1 Differenzierungsschritte des Monozyten-Makrophagersystems

Aschoff beschrieb 1924 das "retikulo-endotheliajst&m”, zu dem er die histiozytaren
Retikulumzellen und bestimmte Gefal3wandzellen (K@pffer-Sternzellen der Leber)
rechnete. Er hielt diese phagozytierenden Zellensfiezielle Endothelzellen. Spéater
stellte sich heraus, dass es sich um perivaskiNikrophagen handelt. So ist der
Begriff des "retikulo-endothelialen Systems” nichéhr korrekt.

Heute spricht man vom Monozyten-Makrophagen-Systena versteht darunter
Promyelozyten und ihre Vorlauferzellen im Knocherknalie Monozyten des Blutes
und die gewebsstandigen Makrophagen [227]. Allsaliellen haben als gemeinsamen
Ursprung CD34 Stammzellen im Knochenmark, welche unter Anwesiénvoz GM-
CSF (granulocyte macrophage colony stimulatingoidaind M-CSF (monocyte colony
stimulating factor) zu Monozyten ausdifferenzierdm Gewebe reifen diese zu
Makrophagen aus. Die CSF-Glykoproteinhormone wergen Lymphozyten und
Fibroblasten sezerniert [66].

Als erste histologisch identifizierbare Vorlaufdieeentwickelt sich tber die in ihren
Differenzierungsmaglichkeiten bereits eingeschrénktmyeloischen Vorlauferzelle
CFU-GM (colony forming unit granulocyte macrophagdgr Monoblast. Er ist im
Durchschnitt 10-12um gro3 und hat ein basophiles Zytoplasma, welclkesshtl
granuliert ist. Die weitere Entwicklung fiihrt zudAryelozyten, grof3en Zellen (bis zu 18
pum Durchmesser) mit basophilem Zytoplasma und eigesfien, seitlich eingestilpten
Kern. Das Chromatin ist aufgelockert und die Nuklemd deutlich sichtbar. Van Furth
wies nach, dass aus einem Monoblasten zwei Promyeloentstehen, jeder von diesen
entwickelt sich zu weiteren zwei Monozyten. VieesBr Zellen gehen also aus einem
Monoblasten hervor [224]. Monozyten haben nach dReifung kein
Proliferationspotential mehr. Die Zeit, die der fRegsvorgang vom ersten
monozytaren Vorlaufer bis zum reifen Monozyten imspruch nimmt, wird auf 6 Tage
geschatzt [62, 66]. Im Zytoplasma der noch im Kremchark gespeicherten Monozyten
kommt viel RER (Rauhes Endoplasmatisches Retikulwma) ein grof3er Golgi-Apparat
vor, der dichte Granula bildet. Hierbei handeltseh um primére Lysosomen, die als

zarte azurophile Granula in Erscheinung tretenednalb von 24 Stunden nach der



Reifung verlassen die Monozyten das Knochenmarkgatahgen in das periphere Blut
und damit in den Blutkreislauf.

In Abhangigkeit von lokalen Reizen wandern die Blahozyten in das umgebende
Gewebe ein und differenzieren sich zu Makrophaf@ea.Anzahl der Lysosomen und
Mitochondrien nimmt zu, und je nach Art des Gewebd%ilt der Makrophage eine
bestimmte Morphologie und Funktion. Auf diese Wegdgstehen z.B. in der Leber
Kupffer-Stern-Zellen, in der Lunge die Alveolarmaghagen, im Knochen die
Osteoklasten und nicht zuletzt die Makrophagen en dymphatischen Organen
(Knochenmark, Milz, Leber und Lymphknoten). Wie Magten haben Makrophagen
keine Proliferationskapazitat und kbnnen das Gewstl® mehr verlassen [224, 226].
Als gewebsstandiger Histiozyt hat diese Zelle eiigerlebenszeit von mehreren
Monaten, wahrend die Halbwertszeit im Blut nur etdeei Tage betragt. Da
Makrophagen unter physiologischen Bedingungen wddlNS synthetisieren noch
mitotisch aktiv sind, erfolgt eine Erneuerung ihRopulation nur durch Zuwanderung

von Monozyten aus dem peripheren Blut [225].

1.1.2 Aufgaben des Monozyten-Makrophagen-Systems

Alle Zellen des Monozyten-Makrophagen-Systems gaméeinem physiologischen
System an, welches im menschlichen Korper versenedAufgaben tbernimmt. Zu
diesen Aufgaben gehoért zum Beispiel die Wundheildigrosebildung, Tumorabwehr,
der Abbau von uUberalterten Erythrozyten und andéémnatopoetischen Zellen in der
Milz, die Erhaltung der Homoostase im Blut und dMermittiung von
Entzindungsreaktionen. Zu diesem Zweck verfigt Mkrophage neben seiner
Fahigkeit zur Diapedese und Phagozytose Uber kigdaReaktionsmechanismen als
Antwort auf immunmodulatorische Stimuli. Dazu gedor Eigenschaften wie
Chemotaxis, Adhasion, Zytotoxizitat, Antigenprasg¢ion und die Produktion von
Zytokinen [165]. Bei Entzindungen steigert das Kmounark die Bildung von
Monozyten, deren Freisetzung in das Blut und di¢rdwasation in das entzindete
Gewebe. Monozyten wandern selektiv in den Entzigstiakus ein. Dies ist die Folge
der lokalen Stimulation durch Zytokine wie M-CSFM&SF, MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein-1), TNF (Tumornekrosefgktoder TGFB (transforming
growth factorp). Insbesondere MCP-1 besitzt ein hohes Potentiallduktion der
Monozyteninfiltration [247]. Die unterschiedlichekigenschaften der Monozyten

werden nicht alle von jeder einzelnen Zelle wahogemen sondern unterliegen in ihrer



Auspragung einer betrachtlichen Variabilitat. DianKtionelle Heterogenitat der

Makrophagen ist durch ihren Differenzierungs- urkdivitatsgrad bedingt [242].

1.1.3 Aktivierte Makrophagen

Die Differenzierung beschreitet den oben beschnebdentwicklungsprozel3, der durch
Wachstumsfaktoren gesteuert wird und irreversitel1i39]. Die Aktivierung jedoch ist
reversibel und beruht auf qualitativen und quatwiém Veranderungen in der
Expression von Botenstoffen, die den Makrophagefahigen, seine Funktionen
schneller und effektiver auszufuhren [88]. So witié Prasentation von Antigenen
angeregt, die zytolytischen und zytotoxischen Esgbaften zur Vernichtung von
Keimen oder Tumorzellen erworben und gréf3ere Meragefentziindungsmediatoren
und reaktiven Sauerstoffprodukten gebildet undgésetzt. Die aktivierte Zelle ist
groRer, zeigt eine verstarkte Riffelung der Basaflm@n, vermehrte
Pseudopodienentwicklung, eine erhdhte Anzahl derPmiozytose befahigten Vesikel
und hat einen wesentlich héheren Sauerstoffverbrailg ruhende Makrophagen [89].
Dieses Konzept des "aktivierten Makrophagen” beaufterdem auf der Beobachtung,
dass Makrophagen, die fakultativ pathogene Keinkgin@ft haben, auch eine Vielzahl
anderer Mikroorganismen besser abwehren kdnner}.[145

Die wichtigste Rolle der Makrophagen in der unsi@zien Immunabwehr liegt in der
Zerstorung von Mikroorganismen und entstandenen ormetien [143]. Die
unspezifischen Mechanismen sind im Gegensatz zwnifgthen System bereits bei
der Geburt voll ausgepragt [92]. Zu dem zellulaterspezifischen System gehdren
neben den Makrophagen die Granulozyten sowie digrlichen Killerzellen (NK-
Zellen). Zu den humoralen Komponenten dieses Sysigihlen u.a. das Lysozym, das
C-reaktive Protein und die Interferone. Lysozymdwion Phagozyten (Makrophagen
und neutrophilen Granulozyten) abgegeben und msEezym, das Polysaccharide von
Bakterienwanden hydrolysiert, so dass diese vortralen Proteasen weiter abgebaut
werden konnen. Das C-reaktive Protein hat seinemdWavon seiner Funktion: es
prazipitiert das C-Polysaccharid von Pneumokokkdrindet aber auch an
Oberflachenstrukturen vieler anderer Bakterien Rifize und kennzeichnet diese fiir das
Komplementsystem und die Phagozyten. Durch die genkaoon Komplement wird die
Phagozytose erleichtert, so erfolgt zum Beispiel Aufnahme von mit Fc oder C3
opsonierten Partikel besonders rasch. Zu diesentiZivesitzen Makrophagen auf ihrer

Zelloberflache spezifische Bindungsstellen fiir @8d C5a sowie fur das Fc-Fragment



von  Immunglobulin  G. AulRerdem  sezernieren  Makrophag selber
Komplementfaktoren zur Opsonierung oder direkteiselLgeeigneter Ziele. Fir die
Verdauung aufgenommener Objekte steht eine Vielzahl intrazellularen Enzymen
zur Verfigung, durch diese werden intra- und extalére Bakterien, Parasiten und
Pilze vernichtet.

Interferone sind Glykoproteine, die von virusinéigen Zellen gebildet werden und die
Virusausbreitung hemmen. Man unterscheidet drei illamvon Interferonen:a-
Interferon (Leukozyten-IFN)3-Interferon (Fibroblasten-IFN) unginterferon (Immun-
IFN). Virale Infektionen werden vom Monozyten-Magimagen-System mittels-IFN
bekampft [50], welches die Virusreplikation hemndig Iytische Funktionen der
natirlichen Killerzellen aktiviert und die Expressi von MHC-Molekilen (major
histocompatibility complex) moduliert. Da CD4#jytotoxischen T-Zellen, die fir die
Viruselimination zustandig sind, nur jene Antigesxkennen, die an MHC-Molekile
gebunden sind, erfolgt die Effektorphase naelrN Einwirkung wesentlich schneller
[83]. Immun-Interferon wird u.a. von aktiviertenLipmphozyten gebildet und ist ein
wesentlicher humoraler Faktor bei der Vermittluranvymmunantworten. Somit z&hlt

dieses Interferon zu den Vermittlern zum spezigscAbwehrsystem.

1.1.4 Zellulare Interaktion der Makrophagen

Die Makrophagen sind durch ihre vielfaltigen Int¢ranen mit B- und T-Lymphozyten
in die Entwicklung dieses spezifischen Systemseabngden, welches auf erworbener
Immunitat beruht. Die Effektorzellen dieses Systesisd die Lymphozyten. Sie
erkennen Fremdantigene und bilden als Plasmazeiégien diese Antikorper. Ein
Antikorper erfillt zwei Funktionen: er neutraligienit hoher Spezifitat Antigene und
aktiviert das unspezifische Immunsystem. Dartbeauns ist er in der Lage, durch seine
Gedéachtnisfunktion Antigene in Erinnerung zu bedalDas spezifische Immunsystem
erkennt nicht nur Fremdantigene, die von aufRenein Korper eingedrungen sind,
sondern auch solche, die im Koérper selber entstebas letztere kann bei Neoplasien
oder Autoimmunerkrankungen der Fall sein.

Die Hauptaufgabe der Makrophagen liegt hier im Aufen von Antigenen, deren
Aufnahme und Verarbeitung zu einem l6slichen Antigevelches den T-Zellen in
geeigneter Form prasentiert wird [222]. Daruberabs sezernieren Makrophagen
verschiedene Faktoren, die eine B-Zellproliferatiamd Antikdrperproduktion

stimulieren. Die wichtigsten Mediatoren dieser 8irtd Interleukin-1 und-6 (IL-1 und



IL-6). T-Lymphozyten setzewInterferon (Immun-IFN) und GM-CSF frei, welches zu
oben erwahnten Aktivierung der Makrophagen fuhrte Expression von MHC-
Molektlen wird angeregt und damit die Fahigkeit Antigenprasentation erworben
[93]. Es kommt auch zur vermehrten Synthese derdWioie TNFe (Tumor-Nekrose-

Faktor) und IL-1 [25]. Diese Mediatoren sind dierkgamsten pro-inflammatorischen
Substanzen des Korpers. Es kommt zum Anlocken watraphilen Granulozyten, T-
Zellen und weiterer Phagozyten an den Ort der Hwhatig und zur verstarkten
Infektabwehr des Organismus mit Entwicklung desgey®n Fiebers, Bildung von
akute Phase Proteinen und Prostaglandinen, die Emzindungsreaktion triggern.
Gemeinsam mit den von Makrophagen ausgeschuttetetoren TGH3 (transforming

growth factor) und PDGF (platelet derived growthctéa) unterstitzen sie die

Fibroblastenproliferation bei Entziindungen oderendheilung.

1.1.5 Bedeutung des Monozyten-Makrophagen-Systems bei den
myeloproliferativen Neoplasien (MPN)

Das Monozyten-Makrophagen-System steht mit mehrérkrankungen in Verbindung.
So ist zum Beispiel beim Diabetes mellitus die Mtgmn und beim systemischen Lupus
erythematodes die Phagozytose verringert.

Im Falle der CML finden sich die sogenannten "PseGa@ucher-Zellen” und
"Seeblaue-Histiozyten”. Bereits 1966 erwahnte Adbtedas Vorhandensein dieser
Makrophagen bei der CML. Die "Pseudo-Gaucher-Zélgnd 20-80um grol3e Zellen
mit einem blal3blauen, gestreiften Zytoplasma undraikleinen, exzentrisch gelegenen
Kern [3]. Sie sind von grol3er Bedeutung, da ihrevesenheit anscheinend mit einer
guten Prognose vergesellschaftet ist [4, 108, 2Digs ist auf die gesteigerte
phagozytotische Aktivitat der Pseudo-Gaucher-Zefleruckzufiihren, durch die es zu
einer Reduktion der leukdmischen Zellmasse im Kaoohark kommt [95]. Die
Frequenz diese Makrophagenpopulation ist umstritted die Angaben reichen von 20-
70%, wobei chemotherapeutisch behandelte PatiegtéRere Mengen der Zellen
aufweisen [95, 189, 200].

“Seeblaue-Histiozyten” zeichnen sich durch kleineinde Granula mit einem
Durchmesser von 1-Bm aus [78]. Ihre spezifische Bedeutung bei der AstLnoch
weitgehend unbekannt [56].

Betrachtet man die PV hinsichtlich des MonozyterkhMahagen-Systems, so fallt auf,

dass man in der Regel mit der Berliner-Blau-Reakkeine hamosiderinspeichernden



Makrophagen im Knochenmark nachweisen kann [46].chN&infuhrung der
Immunféarbung mit Hilfe des monoklonalen Antikorp&&-M, [47], der zu der Gruppe
der CD68-Antikorper gehért und nicht mit Granulagytund ihren Vorlauferzellen
reagiert, zeigt sich, dass eine erhebliche Differanischen den beiden Farbemethoden
besteht. Im normalen Knochenmark zeigen nur etw&b6 50er Makrophagen
Eisenablagerungen und sind somit mit der BerlinextBReaktion anfarbbar. Mit PG-
M; dagegen kann die Gesamtheit der Makrophagen erfessien. Anhand von
immunmorphometrischen Studien an Stanzbiopsien tkogezeigt werden, dass im
normalen Knochenmark 302 Makrophagen pro mmwvorkommen [186].

Bei der PMF zeigt sich eine betrachtliche ZunahmeMakrophagenanzahl auf #12
mn?. Auch die Anzahl der Osteoklasten ist in den fortheistenen Stadien gesteigert
[191]. Der Knochenumbau im fibro-osteosklerotisch&tadium der PMF ist im engen
Zusammenhang mit den Osteoklasten zu sehen. Deokdsst ist 30-10Qum grof3,
mehrkernig und baut auf enzymatischem Wege den lik@roab. Seinen Ursprung hat er
im Monozyten-Makrophagen-System. Er entwickelt sigferhalb von drei Tagen nach
M-CSF-Einwirkung aus einer unreifen Vorstufe dieZetlgruppe. Zudem bendtigt er

zu seiner Differenzierung die Anwesenheit von Kresghark [221].

1.1.6 Funktionelle Beziehungen zur Erythropoese

Wahrend der Embryonal- und Fetalzeit erfolgt diatBldung an verschiedenen Orten.
Einige sind nur temporar in Benutzung. Es werderi drerschiedene Phasen
unterschieden: die megaloblastische (préahepatische hepatolienale und die
medullare (definitive) Phase, die ab dem 5. Fetalh@insetzt. Das Knochenmark ist
das einzige Gewebe im menschlichen Kérper, dasnan andauernden Produktion von
Blutzellen in der Lage ist. Auch in anderen Gewell@mn man hamatopoetische
Vorlauferzellen nachweisen, doch findet dort umteysiologischen Bedingungen keine
Ausreifung in die verschiedenen Blutzellreihen tst&xperimentelle und klinische
Studien anhand von Knochenmarkstransplantationstétogen diese Beobachtung [89].
Im Knochenmark werden taglich 2,5 Milliarden rotdutRorperchen, 1 Milliarde

Granulozyten und 2,5 Milliarden Plattchen pro kgrp@rgewicht produziert. Die

normale Blutbildung findet extravasal satt. Die hws@nden Vorlauferzellen werden in
den sinusoidalen R&umen vom Knochenmarksstromache®l aus Endothelzellen,
Fibroblasten, Fettzellen und Makrophagen gebildet, wumgeben. Die Zellen des

Stromas schaffen ein geeignetes Mikromilieu flr Hi@matopoese, indem sie die
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extrazellulare Matrix bilden, verschiedene Zytokingusschitten und durch
Adhéasionsmolekile mit den Vorlauferzellen in Koritaskehen [176]. Neu gebildete
Blutzellen treten schlief3lich aus den extravaslam&ginusoiden in das vendse System
und damit in den Korperkreislauf ein.

Zu den hamatopoetischen Wachstumsfaktoren gehoien GEF-Glykoproteine,
Interleukine (IL), Erythropoetin (EPO) und anderé&kdpeptide. Man unterscheidet
zwei Gruppen von Wachstumsfaktoren: multifunktiéeeldie die Entwicklung von
verschiedenen Zellreihen beeinflussen, und linien$igche mit einen schmaleren
Spektrum und einer nur auf diese Zellreihe besdtesin Wirksamkeit. Zur ersten
Gruppe gehoren IL-3 (multi-CSF) und GM-CSF, wahre@CSF und EPO
linienspezifisch sind. EPO ist verantwortlich flie dReifung der roten Blutkérperchen.
Es wird hauptséchlich in der Niere produziert unetieht das Knochenmark tber die
Blutbahn. Die Ausschittung wird Uber den Sauersemférf des Korpers reguliert,
welcher von sensorischen Zellen der Niere gemessehn Das Protein EPO stimuliert
verschiedene Mechanismen wie zum Beispiel die Bisiahme, Synthese von Globin,
Ham und anderen Strukturproteinen. Der letzte 8cther Reifung zum Retikulozyten
ist EPO-abhangig, ebenso die Freisetzung diesderzalus dem Knochenmark [40,
166]. EPO-Rezeptoren sind auf Proerythroblasten zafireich und verringern sich im
Laufe der Entwicklung bis sie beim Retikulozytenhtimehr vorhanden sind [149]. Die
Erythropoese ist eng mit dem Vorhandensein von bakagen verknipft. Es ist schon
lange bekannt, dass Makrophagen in den erythradthsin Inseln (El) einen festen
Platz einnehmen. Es wurde angenommen, dass si@ralmenzellen” fungieren [20].
In der Gegenwart von EPO heften sich die Vorlagken an die Makrophagen und
durch den Makrophagen-Erythroblasten-Kontakt werdssm zur Proliferation und
Reifung bis zum kernlosen Retikulozyten angerefj.[[Diese enge Beziehung liel3 sich
erst vor kurzem auch bei der Neu- bzw. Wiederentstg von Els nach allogenen
Knochenmarkstransplantationen bei Patienten mit Cb#hen. Man konnte eine
Korrelation zwischen der Anzahl von aktivierten BSAViakrophagen und der Menge
der erythropoetischen Vorlauferzellen nachweisesr. €hge Kontakt galt nicht nur fir
die CD68 Makrophagen, sondern auch fiir Pseudo-GaucherrZalie besonders in
den ersten zwei Monaten nach Transplantation wiadératen [195]. Dies konnte in
verschiedenen Studien an Mausen mit Defekt der Wfwayten und Makrophagen oder
nach Zerstérung der Makrophagenpopulation gezeigerden. Hohe EPO-

Konzentrationen koénnen die Rolle der Makrophagersgi@ichen [132]. Einige
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Ergebnisse deuten darauf hin, dass erythropoetigoniéuferzellen ohne EPO durch
Apoptose untergehen [101]. Koury et al. entwickeltias Konzept der Regulation des
programmierten Zelltodes durch EPO [102]. So umgen bei niedriger EPO-
Konzentration die meisten Vorlauferzellen der Apsei wahrend bei hoher
Konzentration die Zellen Uberleben und sich weiar Erythrozyten differenzieren.
Andere Studien zeigen, dass auch das lokale Mikieumeine entscheidende Rolle
spielt. Es wird ein Zusammenspiel von Makrophagemd (EPO angenommen.
Makrophagen verhindern die Apoptose bei geringerOdBnzentrationen durch
adhasive Interaktionen und/oder durch lokale EP@H#ktion. Bei Mausen konnte die
EPO-Bildung von Knochenmarks-Makrophagen nachgemiegerden [233].
Makrophagen regulieren die Erythropoese durch Aigiteng verschiedener Zytokine
wie IL-1, TNF, IL-6, IL-12, M-CSF, GM-CSF und TGB: Inhibitorische Zytokine
wie IL-1, TNFa und TGFB werden bei Entzindungen vermehrt gebildet [86] und
konnten so zur Infektandmie beitragen. AulRerdemnmemsie zusatzlich die EPO-

Produktion in der Niere
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1.2  Evolution und Progression des Krankheitsbildes dePriméaren
Myelofibrose

1.2.1 Epidemiologie

Die PMF ist eine Erkrankung des mittleren bis héhd_ebensalters mit einem Gipfel
zwischen dem 6. und 7. Lebensjahrzehnt [174]. Jedbea 20% der Patienten sind bei
Diagnosestellung junger als 55 Jahre [31] und esdeve auch Félle bei Kindern
beschrieben [125]. Die Inzidenz der PMF liegt ka#irfich 0,5 bis 1,3 pro 100.000
Einwohner [134]. Das Verhaltnis von ménnlichen zeiblichen Erkrankten liegt bei
1:1 bis 1:2 [53]. Es finden sich ethnische Unteiesdd. So gibt es eine Haufung bei den
Aschkenasi Juden in nordlichen Israel [33] sowie Béenschen kaukasischer
Abstammung [244]. Farbige dagegen erkranken relsg¢iten [238]. Es wird eine
familiare Haufung beschrieben und ein autosomassixzes Modell der Vererbung
entwickelt [21]. In Japan ergab sich eine Vermegraer PMF-Falle als Folge der

radioaktiven Strahlenbelastung nach den Atombom{@asionen [6, 244].

1.2.2 Klinische Befunde

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung sind bis zu 70%r PMF-Erkrankten
beschwerdefrei [111, 174, 192, 217]. Daher wird BMF haufig im Rahmen von
Routineuntersuchungen entdeckt, in denen Klinisgiek laborchemische Befunde wie
eine Splenomegalie, eine Anamie oder ein leukoesithstisches Blutbild den
Verdacht auf eine hamatologische Erkrankung lenken.

Haufig gehen der Diagnose aber unspezifische Kritddymptome wie Midigkeit,
abdominelle Beschwerden, Gewichtsverlust oder Nabiteild voraus. Im Durchschnitt
dauert diese Phase 2,5 Monate an [111].

In 25% der von Ward und Block untersuchten Patrentzlief eine Splenomegalie von
16 cm unterhalb des Rippenbogen asymptomatisct®.[B&i Diagnosestellung einer
PMF weisen bis zu 100% (68-100%) der Untersuchtea 8plenomegalie auf. Eine
VergrolRerung der Leber ist in einem geringeren Aafdranzutreffen (39-77%) [111,
217].

Verstandlicherweise fuhren diese Befunde zu Abdatheschwerden, insbesondere, da
VergrofRerungen der Milz bis zu 5 kg erwéahnt werfd&). Auch die Ausdehnung bis in

das kleine Becken ist mdglich [72]. Schmerzen ehtst durch mechanische
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Darmmotilitatsstorungen und durch rezidivierenderidpéenitiden infolge von
Infarzierungen und Thrombosen in der Milz [7, 735]L

Als Ursache der VergréRerungen wird die myeloisbhetaplasie angenommen, die
potentiell in fast allen Organen auftreten kannnNat hdmatopoetische Zellen z.B. in
Lymphknoten, in der Lunge, im Gastrointestinaltrakz.B. Osophagus), im
Retroperitonealraum, in der Haut und im ZNS nackemikonnen [49, 171]. Dies ist
eine mogliche Erklarung fir die teilweise sehr ggrausgepragte Splenomegalie. Aber
die Milz bleibt bei der PMF der wichtigste Ort dayeloischen Metaplasie.

Die Annahme, dass die myeloische Metaplasie ein p@rmsationsmechanismus zu
Aufrechterhaltung der Blutbildung bei zunehmenddéardsierung der Markrdume im
Knochenmark ist [245], konnte nicht bestatigt werdgenn die Knochenmarksfibrose
korreliert nicht mit dem Grad der extramedullarefutBildung. Sogar im frihen
zellreichen Stadium der PMF gibt es Falle mit Spreagalie [199].

Die Annahme, dass sich bei der myeloischen Meteptis Stammzellen innerhalb der
Milz ansiedeln [53] wurde ebenfalls nicht bestatigs fanden sich nur die auch im
peripheren Blut vorkommenden leukoerythroblastiachellen [243].

1987 entwickelten Wolf und Neiman die Filtratioresthie. Normalerweise verlauft die
Blutbildung extravaskular. Bei Patienten mit PMidet in den erweiterten Sinusoiden
des Knochenmarks aber intravaskuldre Hamatopoestt. $die hamatopoetische
Vorlauferzellen gelangen in die Blutbahn und wergen der Milz herausgefiltert und
gespeichert. Bei Uberschreiten der Phagozytosekapazsultiert eine autonome
Hamatopoese in der Milz. Es entsteht die myeloiddkéaplasie des Organs [48]. Die
Filtrationstheorie wird auch durch die hohe Anzdbél Promegakaryoblasten der Milz
bei der PMF unterstitzt [193]. Sie deuten auf eirexlagerung der medullaren,
zentralen Hamatopoese uber den Blutweg in die lpergoMilz hin.

Bis zu 8% der Patienten entwickeln Osophagusvarifenites oder eine Kombination
der beiden Symptome als Ausdruck einer portalereHgpsion [73, 175] Verschiedene
Ursachen kommen hierfir in Frage: die Splenomegtiliet zu einer vermehrten
Volumenbelastung [73]; es entsteht eine prasinasei®Pfortaderthrombose oder ein
postsinusoidaler Block im Sinne eines Budd-Chignd€8oms [53, 114]. Eine weitere
Maoglichkeit ist die Entstehung einer Leberzirrhade Folge einer Transfusionshepatitis
[73]. Unabhangig von ihrer Genese fuhrt die portdigertension zur Bildung von
Aszites. Als weiterer Grund zur Aszitesentstehungrdweine intraperitoneale

myeloische Metaplasie diskutiert [94].
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Haufig sind auch kardiovaskuldre Probleme mit eiR&F vergesellschaftet [72].
Neben der Anamie und genereller Arteriosklerosd diss erhdhte Plasmavolumen und
der gesteigerte Grundumsatz weitere mogliche Uesadiir ein "high output failure”.
Zusatzlich kann das Perikard durch eine myeloidtegplasie verandert werden und es
S0 zu einer Herzbeuteltamponade mit Herzversagemrian [70].

Ein weiteres Symptom, dass die Patienten angebenksiochenschmerzen. Sie gelten
aber eher als Spatsymptom im Zusammenhang mit &lastischen Transformation

[53].
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1.2.3 Hamatologische Befunde

1.2.3.1Erythropoese

Bei den meisten Patienten mit PMF besteht beimpdekt der Diagnose eine Anamie
[72, 248]. Es handelt sich um eine normochrome poagtiire Anamie mit
Hamoglobinspiegeln um 12 g/dl bei der Frihform @@dg/dl bei den Spatformen der
PMF. Sie ist haufig mit einer Anisozytose bzw. Roikytose und dem Auftreten der fur
die PMF typischen jedoch nicht obligaten tranerfegnfiormigen Erythrozyten
(Dakryozyten) vergesellschaftet. Deren Ursache wirder abnormen extramedull&ren
und gestérten medullaren Hamatopoese angenomm2ng2a].

In der Regel zeigt sich aul3erdem ein leukoerytlasitdches Blutbild mit kernhaltigen
Vorlauferzellen der roten Zellreihe (z.B. Normoldas Erythroblasten) sowie
Myeloblasten und Myelozyten im peripheren Blutjilé1, 217, 218, 248].

Die Entstehung der Anamie bei der PMF ist sehr Kemnpnd noch nicht vollstandig
aufgeklart. Als einflussnehmende Faktoren werdemdétilution, Hamolyse und
ineffektive Hamatopoese angesehen. Zur Hamodiligahes durch die Hypervolamie
als Folge der Splenomegalie kommen. Diese fiihrt emer Ausdehnung des
Plasmavolumens zu Ungunsten des Zellvolumens [EdAg verkirze Lebensdauer der
Erythrozyten wurde in mehreren Studien gezeigt [382, 172]. Die erhOhten
Enzymaktivitaten der Laktatdehydrogenase (LDH) udér Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase (G-6-PD) im Serum sprechen fur emeemehrten Erythrozytenabbau
[199, 248]. Dabei scheint der Abbau in der vergrté#seMilz die wichtigste Ursache zu
sein [53, 231]. Zusatzlich kénnen auch Faktoren Xa#abnormitaten zur gesteigerten
Destruktion beitragen [179]. Bei einer kleinen Ahnkzason Patienten wiesen ein
positiver Coombs Test und erhdhte IgG- und IgM-Kamrtzationen im Serum auf eine
immunhamolytische Anamie hin [75].

Ferrokinetische Studien legen eine erythropoetisklypoplasie als einen weiteren
Grund fur eine Anamie nahe [81]. Auch eine immutdiegyische Untersuchung
unterstitzt diese Annahme und spricht au3erderaifigén sekundéaren Folsduremangel,

der zu einer verlangerten S-Phase des Zellzyklus fR16].

1.2.3.2Thrombopoese

Die Anzahl der Thrombozyten im peripheren Blut &tRerst variabel. Man findet

unabhangig vom Krankeitsstadium sowohl exzessidlgehals auch stark erniedrigte
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Werte. Im Durchschnitt kann man aber sagen, dams Hirombozythamie eher in den
frihen zellreichen Stadien ohne fortgeschrittenelfjbrose anzutreffen ist [210, 212,
218, 248]. In diesen frilhen Stadien werden Werte ¥@8+ 508 x 10/l erreicht und
scheinen dann mit einer besseren Prognose vergdssdtet [111, 209]. Nach langerem
Krankheitsverlauf liegen eher normale oder thronybmzenische Werte vor.
Plattchenwerte unter 50 x ¥Dtreten bei Patienten mit akuter Myelofibrose odenen
mit enormer Splenomegalie auf [72]. Neben riesigdgittchen und Fragmenten von
Megakaryozyten zeigen sich auch Megakaryoblastepanpheren Blut bei der PMF,
die auf eine extramedullare Bildung hinweisen und &elfen, sekundare
Thrombozythamien abzugrenzen [53].

Bei ultrastrukturellen Untersuchungen fanden sidndtmitaten der Thrombozyten
[194]. lhre Funktion ist bei bis zu 50% der Pat@ngestort. Dies fuhrt zu Blutungen,
aber auch zu thrombotischen Komplikationen [53]. Simd gastrointestinale,
urogenitale oder gingivale Blutungen, Epistaxis @atechien bei Patienten nicht selten
anzutreffen. Zu Thrombosen kommt es seltener, alsi lklen erhghten
Thrombozytenzahlen zu erwarten ware [96]. Silvaemstkonnte bei 29% seines
Patientengutes mit PMF eine verlangerte Blutungsmahweisen, der Quick-Wert war
bei 75% der Erkrankten verandert [172]. Man nimmbee Verminderung der
Gerinnungsfaktoren, besonders des Faktor V, algeFtér gestorten Leberfunktion als
Grund diese Veranderungen an [53, 172]. Als Ursagnem Krankheitsverlauf starker
werdenden Thrombozytopenie vermutet man unter antdelie verstarkte Sequestration
in einer vergroRerten Milz [53], eine verkiurzte eabdauer der Plattchen [16] und eine
ungenigende Neubildung im insuffizienten KnocheknAuch eine immunologische
Ursache konnte durch die Entdeckung thrombozytezasster Immunglobuline der

Klasse IgG und IgM gesichert werden [75].

1.2.3.3Leukozytopoese

Eine erhebliche Variationsbreite lasst sich hingdicih der Leukozytenzahlen wahrend
der Entwicklung einer PMF beobachten [7, 72, 19@98]2 Zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung findet man haufig eine geringgradieukozytose, aber auch normale
oder verminderte Leukozytenzahlen sind nicht undewéh [53, 248]. Im
Krankheitsverlauf nimmt im Gegensatz zum H&amogloleirt die Zahl der
Granulozyten meist zu [53]. Es wurden aber aucleFit persistierender Neutropenie
beschrieben [172].
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Die myeloische Zellreihe zeigt eine sich im Krankheerlauf starker ausbildende
Linksverschiebung und im spateren Stadium schtaf¥in vermehrtes Auftreten von
Blasten im peripheren Blutbild [53, 151, 204, 2248]. Ihr Anteil kann besonders bei
Patienten mit hohen Leukozytenzahlen bis auf 10%&kmen [53]. Eine Blastenkrise,
die zu jedem Zeitpunkt und Stadium der Erkrankuuityeten kann, findet sich je nach
Studie bei 10-40% der Patienten [72, 151, 213, 248].

Wahrend im  Lichtmikroskop keine nennenswerten Veefmngen der
Granulozytenmorphologie festzustellen sind, finsgefn bei der ultrastrukturellen
Untersuchung dysplastische Merkmale, die vor aletrukturen wie den Nukleolus
betreffen [19]. Die zusatzlich beschriebenen Fumgstorungen der Granulozyten und
die gelegentlich auftretende Lymphopenie sind nobgliweise die Ursache der
erhohten Infektanfalligkeit nach langerem Krankseatlauf.

Es kann eine Basophilie sowohl des Knochenmarksaath des peripheren Blutes
auftreten, die dann mit einer Hyperhistaminamie .bziner Hyperhistaminurie
vergesellschaftet ist. Diese erhdhten Histaminwgeken als Ursache des bei vielen
Patienten vorhandenen Juckreizes [53, 60].

Als typisch fur die PMF gelten gesteigerte AktivitAder alkalischen
Leukozytenphosphatase (ALP) [72, 151, 213, 248)isaer zum Diagnosezeitpunkt
oft angestiegene LDH-Plasmaspiegel. Beide Wertaekeren mit der Hohe der
Leukozytenzahl, so dass Hasselbalch die LDH eher dinen Parameter der
Myeloproliferation als fir die Leberfunktion oderied Hamolyse ansieht [72].
Gestiegene Werte der alkalischen Phosphatase @®ngals Indikator fur die Leber-
und Knochenbeteiligung. Weitere Untersuchungenexeigen hepatischen Ursprung
und dass erhdhte Werte eher mit der sinusoidaléatailon als mit der myeloischen
Metaplasie assoziiert sind [72].

Serumkonzentrationen von Immunglobulinen zeigenn&keKonstanz. Es wurden
polyklonale Hyper- und Hypogammaglobulinamien, alwer einigen Fallen auch
monoklonale Gammopathien beschrieben [72, 230].

Chromosomenanalysen kénnen nicht eindeutig zur ridisg der PMF herangezogen
werden. Sie dienen aber sehr wohl als differentigltbstische Abgrenzung zur CML,
da das Philadelphia-Chromosom bei den PMF-Patiamitdrt vorkommt [53, 104, 174,
217, 229]. Es zeigen sich bei PMF Patienten zwaégk Deletionen an den langen
Armen von Chromosom 13 und 20 [163, 180], die ¢leicMerkmale lassen sich aber
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auch bei der CML und der ET nachweisen, so dassiisig zur Unterscheidung

zwischen den verschieden MPN genutzt werden kdnnen.

1.2.4 Histopathologische Befunde

Die histologischen Befunde zeigen je nach Stadiuven Brkrankung eine grol3e
Bandbreite von verschiedenen L&asionen. Am Anfanghtsteine zellreiche
Myeloproliferation ohne Vermehrung der retikulareder kollagenen Fasern. Diese
entsteht erst im Verlauf der Erkrankung und fulabhm zu der charakteristischen und
namengebenden Fibro-Osteosklerose.

Die frihen Veranderungen werden als initiales prafisches Stadium bezeichnet.
Auffallend ist eine vermehrte Zelldichte des Knaumarks mit Proliferation der
Granulo- und Megakaryopoese, wahrend das Fettgewebenterschiedlichen Malie
von den hamatopoetischen Zellen verdrangt wird (8348, 248]. Wie bei den anderen
myeloproliferativen Erkrankungen ist die Megakaryegpe vom Zentrum in den
peritrabekularen Raum verschoben, in dem normaisendie Granulopoese stattfindet.
AuBBerdem zeigen die Zellen eine auffallende Haufdnbg und Atypien, auf denen
beim prafibrotischen Stadium mit begleitender Thbozytose die Abgrenzung
insbesondere zur ET beruht [54, 204].

Diese Abweichungen der Megakaryozyten von der Nbemhalten Veranderungen in
der Grol3e, vielfaltige Zellkernformen und unterschiche Kern-Plasmarelationen. Es
kommt zu Riesenmegakaryozyten mit plump hypersegeréen, hirschgeweihartigen
Zellkernen, Mikromegakaryozyten und pyknotischenf@m sowie zu nackten Zellen
[192, 204]. Diese Merkmale der abnormen Megakargepdreten unabhéangig von der
Entwicklung osteosklerotischer Knochenmarksveramugen auf [209]. Die in
vermehrter Anzahl anzutreffenden unreifen Formen Megakaryopoese werden als
Zeichen der Entwicklungsstérung interpretiert. Esst sich auch eine erhohte
Mitoserate nachweisen [192].

Auch die Granulopoese ist im initialen Stadium ¢g®grt und zeigt eine
Linksverschiebung. Die Erythropoese dagegen istiziedt und weist eine verzdgerte
Ausreifung der Erythroblasten in die kleineren Nobiasten auf. Aul3erdem bilden sich
Nester der friheren Zellformen [188, 209].

Die Hauptmerkmale des Stromas sind retikuldre unithgeene Fasern, Makrophagen
und vaskulare Strukturen. Fibrotisches Knochennsardsa ist durch eine gesteigerte

Einlagerung von extrazellularen Matrix-ProteinelC&Proteine) wie Kollagen I, I,V
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und VI, Hyaluronséaure und die nichtkollagenen Glykateine Fibronectin, Vitronectin
und Tenascin charakterisiert [54, 58, 160]. Die éikilation dieser Molekile ist das
Resultat der Wirkung von TGB; einem bei der PMF vermehrt vorkommendem
Wachstumsfaktor [44].

Im frihen Stadium kommt es noch nicht zu einer fatlan und Hyperplasie der Sinus
[54] doch spéater konnte immunhistochemisch einem@rung der Markraumgefal3e
und des Kollagen Typ IV gezeigt werden [211]. Didatéerten Sinus sind im
Querschnitt entrundet, im Lumen finden sich Inseih vornehmlich Megakaryozyten,
die von kernhaltigen erythropoetischen Vorlaufderelumringt sind. Megakaryozyten
gelangen durch transmurale, endotheliale PassagbeirZirkulation. Die amdboide
Wanderung durch die Sinus-Wande konnte durch 3-KBR&ruktion sichtbar gemacht
werden [215]. Kollagen Typ IV findet sich vor allesubendothelial und fuhrt zu einer
Verdickung der Basalmembran. Diese Merkmale sind piréfibrotischen Stadium
weniger ausgepragt als im fibro-osteosklerotischaium.

Die Anzahl von Makrophagen zeigt sich erhéht unddviin Zusammenhang mit dem
vermehrten Zellumsatz und vorzeitigem Untergangldgtischer Zellelemente gesehen
[99]. Im fortgeschrittenen Stadium der PMF siehtnmermehrt deren degenerative
Abbauelemente, die dann von den Makrophagen phtgdzywerden. Es werden aber
auch Wachtumsfaktoren, die von den defekten Megakgten freigesetzt werden, fur
die Aktivierung des Monozyten-Makrophagen-Sytemsantwvortlich gemacht [220].
Eine weitere Moglichkeit ist, dass die CD32Zellen im Knochenmark der negativen
Regulation durch TGPB- entgehen. TG wirkt Gber zwei Rezeptoren, die einen
Komplex bilden. Bei PMF scheinen im Vergleich zumalen CD32 Zellen die CD32
Vorlauferzellen eine reduzierte Expression des PAdFRezeptors aufzuweisen [115].
Aul3erdem lassen sich im Serum PMF-Erkrankter eehdWerte von M-CSF
nachweisen [61].

Ist in den hyperzellularen Frihformen der PMF nkeim oder nur ein geringer Anstieg
der Retikulinfasern zu verzeichnen [54, 55, 193],amdert sich dieser Befund beim
Ubergang in die fibro- bzw. osteosklerotischen 8peten. Ein dichtes Netzwerk aus
groben kollagenen Faserbiindeln bestimmt das Bild uerdrangt die atypische
Hamatopoese. Als Zeichen des osteosklerotischermhémmarksumbaus gelten die im
Verlauf zunehmende bizarre Einengung und Deformatier Markraume, die durch
primitives Knochengeflechtwachstum mit der Bildunigreiter Trabekel und

gleichzeitigem Ersatz des blutbildenden Markes hiufettzellen verursacht werden
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[58]. In der Terminalphase kann man dann ein fafifreies Knochenmark antreffen,
das nur noch Kollagenfasern und Fettzellen zwisclstark osteosklerotischen
Knochenbélkchen beinhaltet [213].

Der Fasergehalt ist ein Schlisselparameter in d&olbgischen Beurteilung von
Knochenmarksbiopsien [205]. Der Verlauf der Fibrose Knochenmark wird
hauptséachlich Uber Cytokine gesteuert [116] und rkbnneaktiv in verschiedenen
Erkrankungen aus dem rheumatischen Formenkreisirjd] Neoplasien, darunter das
Myelodysplastisches Syndrom [130], akute Leuk&nid8[ 207] und chronische
myeloproliferative Erkrankungen [23, 54, 55] vorubh Bewertung der Faserdichte
und —komponenten (Retikulin bzw. Kollagen), lasssich Hinweise auf den
Krankheitsverlauf, insbesondere unter Therapiesrarkn [23, 135, 181, 206]. Daher ist
ein reproduzierbares und valides Bewertungssyst&ooring-system) entwickelt und

mehrfach verbessert worden [205].
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1.3  Molekulapathologische Entwicklungen in der Diagnosk der
myeloproliferativen Neoplasien: Jak 2

Besonders in jungster Zeit zeichnet sich eineradtigre, kausalorientierte Einteilung ab:
die Klassifikation entsprechend genetischer Faktaned die molekulare Diagnose der
MPNs - zurtickgehend auf 1960, als die EntdeckusgRieladelphia-Chromosoms mit
der Bcr-Abl-Fusion zur molekularpathologischen Brkhg der Proliferation der
Leukozyten in der CML fuhrte. Fir die PMF ist insbadere eine genetische
Veranderung von Bedeutung: die Jak2-V617F Mutation.

Jak2 gehort zu den sog. Janus Kinasen (weitereidtieg sind Jakl, Jak3 und Tyk2),
zytosolische Tyrosinkinasen mit einer Kinase- (JHdiher Pseudokinase- (JH2) und
mehreren Homologiedomanen zur Rezeptorbindung @H3Sie assoziieren mit
Mitgliedern der Superfamilie der Zytokinrezeptordiypische Zielrezeptoren fir Jak2
sind der Erythropoetin-, der Thrombopoetin- und deterferonrezeptor [240].
Normalerweise unterliegt die Kinaseaktivitdt derldBoméne, und damit auch die
Signaltransduktion, einer genauen Regulation: éuwsth Phosphorylierung der JH1-
Doméne selbst wird diese aktiviert; die JH2-Domémet im nichtphosphorylierten
Zustand inhibitorisch auf die Kinaseaktivitat; (Rezeptorbindungsstelle im Bereich der
JH3-7-Doménen (FERM-Domane) wird ebenfalls durclut¢d Phosphorylierung in
ihrer Funktionalitét reguliert und fuhrt im phospyierten Zustand zur Degradation des
Jak-Proteins.

Veranderungen im Jak2-Gen kénnen diese Regulatiectsamismen unterlaufen und zu
einer konstitutiven Aktivierung fiihren. So wird zuBeispiel in manchen Formen
hamatopoetischer Erkrankungen wie CML, AML, CEL ud®S die Kinasedomane
von Jak2 durch die Translokation t(9;12)(p24;pH8),Tel, ein Mitglied der Ets-Familie
[112, 150], durch t(9;22)(p24;911.2) [64] an bcduwturch t(8;9)(p22;p240) an PCM1
[22, 141, 164] fusioniert und damit aktiviert. Mtitanen in Jak2 kdnnen einen gleichen
Effekt haben: in verschiedenen Studien [120, 248idf sich die Mutation V617F
(Austausch der Aminosaure 617 Valin durch Phengia)ain der JH2-Doméne. Dabei
war diese Mutation in 99% der PV-Patienten und 0foeSder ET- und PMF-Patienten
nachweisbar. Obwohl weitere Mutationen in diesegn&itransduktionsweg und auch
in Jak2 selbst beschrieben wurden [133, 152, 28%jeint die Mutation Jak2-V617F
die, zumindest vorerst, wichtigste in der Pathogengmatopoetischer Erkrankungen

zu sein. Im Falle der PMF war in einer Studie [@é} Nachweis dieser Mutation mit
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einem geringeren Uberleben, einer htheren Anzatlbenkozyten und thrombotischen
Ereignissen verbunden. Eine Korrelation zur Myélaise ergab sich bis dato nicht.
Die zentrale diagnostische Bedeutung der JAK2-VélWtiation im Rahmen der PV,
ET und PMF wurde auch in den neuen WHO-Richtliri8A8 berticksichtigt.
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1.4 WHO-Klassifikation 2008 fur PMF

Die ersten formalen Kriterien fir die Diagnosested der PMF fand in der
Klassifizierung der MPNs im Rahmen der Arbeit detyBythemia Vera Study Group
(PVSG) 1967 statt [239]. Seither trugen die wactsan Kenntnisse Uber die
Morphologie, Immunhistochemie und letztendlich audblekulargenetik zu einem
immer detaillierteren Verstandnis dieser Krankbeit Dabei kommt der Histologie des
Knochenmarks eine grol3e Bedeutung zu, die beréig i die WHO-Klassifikation
eingearbeitet wurde [228]. Diese Klassifikatioriteedie PMF noch in zwei Typen ein:
eine ,préafibrotische* und eine ,fibrotische* PMmzwischen ist jedoch anerkannt, dass
in der ,préfibrotischen* als auch in der ,fibrotteen® PMF die identischen
histopathologischen Phanotypen nachzuweisen simdmit unterschiedlichem Anteil
an Retikulinfasern. Damit konnte in der WHO-Kaggifion 2008 [178] ein deutlich
vereinfachtes Schema fur die PMF-Kriterien entwitkesrden. Aber auch in der neuen
Fassung wird die Knochenmarkshistologie als zesgradliagnostisches Kriterium
behandelt, wie u. a. an der Proliferation und Agypbn Megakaryozyten als erstes
Hautpkriterium zu sehen ist. Die Megakaryozyterdén PMF liegen in relativ grof3en
lockeren bis dichten Nestern, sind grof3envarialoel klein bis grof3 und zeigen ein
erhdhtes Kern/Plasmaverhaltnis mit hyperchromagisclaufgetriebenen oder irregular
gefalteten Kernen. Zusatzlich kommen nackte Megalizgtenkerne vor [208].

Auch in der Differenzierung der prafibrotischen PMén der ET ist die Morphologie
des Knochenmarks entscheidend: es kommt dabei aef Zellularitat des
Knochenmarks, die Granulozytenpopulation und diegdkaryozytenmorphologie an
[184]. Eine deutliche Hyperzellularitat des Knochnamks tritt in der zellularen Phase
der PMF auf, prominente granulozytare Proliferatiormit Linksverschiebung sind
typisch fur die PMF, fehlen jedoch in der ET [201].
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Hauptkriterien
1. Vorhandensein von megakaryozytaren Proliferationad Atypien, meist

einhergehend mit entweder Retikulin- und/oder Kg®laverfaserung, odef
bei Fehlen einer signifikanten Retikulinverfaserungnissen die
Veranderungen der Megakaryozyten begleitet werdem einer erhéhtern
Knochenmarkszellularitat mit vermiderter Erythropee und erhdhtey
Granulopoese (im Sinne einer préafibrotischen zalkn Phase).

2. Befunde passen nicht zu den WHO-Kriterien der PWJLC MDS oder
anderen myeloischen Neoplasie.

3. Nachweis der Jak2-V617F-Mutation oder eines andé&tenalen Markers
(z.B. MPL-W515L/K), oder bei Fehlen eines klonal&markers, kein
Nachweis einer Knochenmarksfibrose aufgrund einegrundeliegender
entzindlichen oder neoplastischen Geschehens.

NebenkriterierLeukoerythroblastose

1. Erhohte Laktatdehydrogenase-Aktivitat
2. Anamie

3. Klinische (tastbare) Splenomegalie

Abbildung 6: Diagnosekriterien der PMF (Auszug aus der WHO-§ifdsation 2008 fir MPN). Zur
Diagnosestellung missen drei der Hauptkriterien emgi Nebenkriterien erfullt werden. Dabei
missen die Nebenkriterien nicht ausgepragt voriege
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1.5 Graduierung der Knochenmarksfibrose und des Zellgehltes nach dem
Europaischer Konsens 2005

Mit dem 2005 veré6ffentlichen Europaischen Konserzeridie Graduierung der
Knochenmarksfibrose und des Zellgehaltes [205] wueth neues semiquantitatives
System etabliert. Zuvor unterlag oftmals die Bdlutgy einer sehr individuellen
Betrachtung und zudem der Nutzung verschiedeneasréiningssysteme. Nun wurden
die Beurteilungskriterien diffenziert und die biahih existierendem System deutlich
vereinfacht und zusammengefasst. Als ein weseetlianeuer Aspekt kann die

altersabhangige Einordnung der Zelldichte gelten.

1. Einordnung der Zelldichte anhand von Altersgempp
Alter (Jahre): Hamatopoetische Flache (% der GHkaohe)

20-30: 60-70
30-60: 40-50
>70: 30-40

2. Einordnung der Qualitat (Kollagen vs. Retikulinind der Quantitat de
Fasergehaltes. AnschlieRend Zuordnung in vier Greoleei die Bewertung nur if

Bereichen mit Hamatopoese erfolgt:

MF -0 Einzelne retikuline Fasern ohne Uberkreurmng
entsprechend normalem Knochenmark
MF -1 Lockeres Retikulin-Netzwerk mit vielen
Uberkreuzungen, besonders perivaskular

MF — 2 Diffuse und dichte Retikulinfaservermehrumij starker
Vernetzung, nur selten mit fokalen Kollagenbiindeln
und/oder fokaler Osteosklerose

MF — 3 Diffuse und dichte Retikulinfaservermehrumij starker
Vernetzung, grobfaserige Kollagenbuindel, oft asedzi
mit signifikanter Osteosklerose
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1.6  Entwicklung der Knochenmarksfibrose

Die Entwicklung einer Organfibrose ist eine Antwaoldr extrazellularen Matrix auf
Zytokine. Insbesondere ist hier TGF-3 von Bedeut[2#6]. TGF-B kommt in drei
aktiven Isoformen (TGF-3 1, TGF- 2 und TGF-3 3) [é8]. Vor allem die Isoform 1
(TGF-31) ist fur die Fibrose verschiedener Orgasm@antwortlich [246]. Diese Isoform
kommt hauptséchlich in zirkulierenden Monozyten u@eéwebsmakrophagen vor.
Durch Aktivierung ortsstandiger Mesenchymzellen,e disich zu Kollagen-
produzierenden Myofibroblasten differenzieren, witié Synthese von Glykoproteine
wie Kollagen Typ I, Ill, IV, Fibronectin und Tenamc[97, 127, 162] stimuliert.
Zusatzlich wird der Matrixabbau durch die Hemmungr dExpression von
kollagenaseahnlichen Proteasen vermindert [44]diacExpression von Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor-1, einem Protease-Inhibitor, sgeigert [113]. Beide Mechanismen
fuhren zusammen zur Akkumulation der Matrixproteilma Knochenmark der
Erkrankten.

Im Knochenmark bei der PMF sind die Hauptbestatedter Fibrose Kollagen Typ |
und Il [121, 131]. Die bei der Spaltung des aus dgbroblasten ausgeschitteten
Prokollagens entstehenden N- und C-Peptide sindBlun erhéht nachweisbar und
korrelieren mit der Krankheitsaktivitat [72]. Higst die Myelofibrose ebenfalls eine
Antwort der extrazellularen Matrix im Knochenmarkf adie klonal proliferierende
Hamatopoese [65, 84]: Kahn und Kollegen waren dgsten, die Uber Analyse von
Isoenzymen zwar die monoklonale Herkunft von Ewythten, Leukozyten und
Plattchen belegten [90], jedoch zeigten nachfolgeBtudien, dal? die Fibroblasten
polyklonal und somit nicht Teil des Prozesses siddr von den neoplastischen
Stammzellen ausgeht [84, 237]. Die monoklonale Bldiing ist zu jedem Zeitpunkt
der Erkrankung vom frihen zellreichen bis zum festdhrittenen myelofibrotischen
Stadium nachweisbar [103]. Da die Fibroblasten tniabhs dieser monoklonalen
Blutbildung stammen ist es schlief3lich allgemeikensens, dass die Myelofibrose bei
den MPN ein sekundares oder begleitendes Phanoansiekt.

Die Ursache fir die vermehrte Faserbildung ist asee erhohte Zytokinfreisetzung
(vordergrindig von TGF-R) im Knochenmark. Als Qaedbmmen zwei Zellsysteme in
Betracht: das MTS und das MMS, die beide TGF-B chigten konnen. Auf diese
Zellsysteme wird im Folgenden naher eingegangen.

Als weitere Wachtumsfaktoren, die in der Entstehulsy Fibrose involviert sind,

missen noch Calmodulin (Kalzium bindendes ProtéiR;F (basic fibroblast growth
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factor) und TIMPs (tissues inhibitors of metallojgioases) genannt werden.
Calmodulin ist im erh6hten Mal3e im Urin PMF-Erkrearknachzuweisen und scheint
als unabhangiger Faktor zur Fibrose beizutrageih Béi bFGF handelt es sich um
einen multifunktionalen Wachstumsfaktor, der siciMegakaryozyten und Plattchen in
gesteigerter Konzentration befindet und auch vertrishUrin ausgeschieden wird [36,
128]. Zusatzlich sind TIMPs in gesteigerten Konegatmnen nachweisbar. Einerseits
wirken sie als Inhibitoren des Bindegewebeabbadsamaulererseits hat die Kombination
von TIMP-1 und TIMP-2 eine anndhernd gleiche fibgane Wirkung wie TGB-
[140].

1.6.1 Beziehung der Megakaryozyten zur Fibrogenese

Bei der CML gibt es eine signifikante Korrelatiowigchen unreifen Megakaryozyten
und der Fibrose [197], so dass ahnliche pathogaaieti Mechanismen auch bei den
anderen MPNs angenommen werden. Zu den FaktoeedadiMTS in das Mikromilieu
des Knochenmarkes abgibt, gehdren neben F@Fansforming growth factop) auch
PDGF (plateled derived growth factor), ECGF (endb#h cell growth factor) und EGF
(epidermal growth factor).

PDGF kam als Ursache fiur Myelofibrose auch in B#ita da eine vermehrte
Ausschittung von PDGF ins Knochnmark beobachtetd&uin Plasma und Urin von
PMF-Patienten wurde eine erhéhte Konzentrationam RDGF gefunden [59], nicht
jedoch in den peripheren Plattchen normaler Megakgten [17, 42]. Die atypischen
Megakaryozyten des Knochenmarks der MPN Patientgger auch eine gesteigerte
Expression der mRNS fur beide PDGF-Ketten A un®8.[

Obwohl PDGF ein potentes Mitogen fur Fibroblas&nhat es aber nur einen geringen
Einflul3 auf die Kollagenproduktion selbst [97, 18Bhher ist PDGF nicht als alleinige
Ursache flr die Myelofibrose ausreichend.

Neben PDGF wird aber auch T@R+on Megakaryozyten synthetisiert und in den deren
a-Granula gespeichert. Patienten mit PMF haben igeste TGFB-mRNS-Expression
in den atypischen Megakaryozyten und erhohte Pa&enzentrationen in den
Plattchen [129]. Megakaryozyten sind allerdingshhidie alleinige Ursache fur die
erhohten TGF-3-Spiegel. Der TG#Spiegel korreliert zwar mit der Fibrosierung,
jedoch nicht die Anzahl der Megakaryozyten [87].
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IL-1 scheint auch eine Rolle in der Steigerung dekretorischen Aktivitat der
Megakaryozyten zu spielen, wenn auch in einem geren Malie als IL-3 [241].
Studien zur Untersuchung der Megakaryozyten-Filasibh-Interaktion im normalen
Knochenmark zeigen, dass nicht nur PDGF und PBGKondern auch der enge
raumliche Kontakt (spatial relationship) fur eindfachstumseffekt auf die Fibroblasten
notig ist [170]. Die atypischen Megakaryozyten siyysischerweise in der unmittelbaren

Néhe von Retikulinfasern und Fibroblasten ange#i§tie7].

1.6.2 Einflussnahme des Monozyten-Makrophagen-Systems adfe Fibrogenese

Makrophagen sind ebenfalls Produzenten von TGR&.std bei PMF nicht nur in
vermehrter Anzahl anzutreffen [186, 219], sondégdn auch in einem praaktivierten
Zustand mit erhdhten TGE- und IL1-Werten im Zytoplasma vor [156]. Es wird
angenommen, dass CD44 Uber Adhéasion die Produktinriibrinogenen Zytokinen im
Monozyten-Makrophagen-Systems stimuliert [156]. Vgehon erwahnt sind ECM-
Proteine bei der PMF erhoht und gleichzeitig pogdet Liganden fir
Adhasionsmolekile [157]. Zum Beispiel Hyalurolsaust ein solches vermehrt
vorkommendes ECM-Protein [76] und konnte mit CDA4#teliagieren und das
Monozyten-Makrophagen-System stimulieren [156]. Bsimvar zeigte, dass die
gesteigerte TGB-Produktion mit einem Adhasionsprozess beginnt.kBsimt zur
Aktivierung von NFkB, einem Transkriptionsfaktor, der in die Expressio
verschiedener Zytokine involviert ist [12]. In deévionozyten kommt es dann zur
Produktion von IL-1. Die gesteigerte Konzentratiam IL-1 stimuliert die Zelle TG
zu produzieren [158].

Das Monozyten-Makrophagen-System ist in dem konglexMechanismus der
verschiedenen Wachstumsfaktoren auf mehrere Weisangebunden. Der
Stammzelldefekt fiihrt zu einer Stérung der Megat@aytenreifung und damit zu einem
erhohten Zelluntergang von Megakaryozyten und Tlbamgten. Die Zelltrimmer
werden von den Makrophagen abgebaut und die vexdshén Wachstumsfaktoren
freigesetzt. Dadurch wird das Monozyten-Makropha8gstem selber aktiviert und
produziert Faktoren wie TGB- Die Rolle des Monozyten-Makrophagen-Systems
wurde in einer Studie mit immundefekten Mausen nainéersucht [51]. Es stellte sich
heraus, dass diejenigen ohne funktionstiichtige Mytea und Makrophagen keine

fibrotischen Veranderungen im Knochenmark auskeldeDiese Untersuchung fuhrt zu
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der Schlussfolgerung, dass ein normal funktionigesn Monozyten-Makrophagen-

System die Voraussetzung fur die Entwicklung egekundéaren Myelofibrose ist.
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1.7  Fragestellung der Arbeit

Zum Zeitpunkt unserer Untersuchungen war allgemeaikezeptiert, dass die

Fibroseentwicklung bei der PMF einen sekundarenzda® darstellt, der von

verschiedenen Wachstumsfaktoren in Gang gesetdt[@if, 137, 158, 159, 161, 197].
Es war auch bekannt, dass zu Beginn der Erkrankdieg Verfaserung des

Knochenmarkes noch nicht zwingend vorhanden istestwickelt sich erst im weiteren
Krankheitsverlauf und wird dann zum eindeutigentdpathologischen Merkmal. Es
herschten aber noch verschiedene Ansichten Ubeveauf einer MF ausgehend vom
initialen, préafibrotischen Stadium einer PMF.

Einer der potentesten Wachstumsfaktoeren, der dekundaren Prozess der
Fibrosebildung anregt, ist TGE- TGF{ wird von Megakaryozyten aber auch vom
Monozyten-Makrophagen-System und von Endothelzedlgrihetisiert [97, 127, 159].

Die Expansion und Aktivierung des Monozyten-Makragén-Systems stellt eine
Haupteigenschaft der PMF dar und ist in der Zunalierereifen Makrophagen im

Knochenmark zu erkennen [186]. Doch dieses Merkmalde bis zu unserer Studie
noch nicht im Zusammenhang mit dem komplexen Meshams der Fibrosierung

betrachtet.

Wir bearbeiteten folgende Fragenstellungen:

1. Wie unterscheidet sich der Verlauf der Myelofibrdee dem préfibrotischen

initialen Stadium und dem manifesten Stadium deFPM

2. Gibt es einen Zusammenhang zwischen der gesamten &izivierten

Makrophagenpopulation und der Progression der Mipetise?
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2 Material und Methoden

2.1  Ubersicht Uber das Patientengut

Die Studie schloss 79 Patienten mit PMF ein. Vorenal Patienten waren
Sequenzbiopsien im Abstand von mindestens 6 Monaidranden. Zu Beginn wurden
die initialen Knochenmarkspréparate gesichtet uadP@tienten in zwei verschiedenen
Krankheitsstadien zugeordnete.

60 Patienten (26 Manner, 34 Frauen, Durchschrigtséll Jahre) boten die allgemein
anerkannten Diagnosekriterien wie Splenomegalieamia, leukoerythroblastisches
Blutbild mit Dakryozyten, Myelofibrose zumindest rdb retikulare Fasern, keine
gleichzeitige oder vorausgegangene andere MPN uovdegenheit eines Philadelphia-
Chromosom. Die Behandlung der Patienten richtetie sach Alter, Allgemeinzustand
und dem Grad der Zytopenie.

Genauer aufgeschlisselt wurden folgende Therapmeeedurchgefihrt: 11 Patienten
bekamen keine Therapie, bei 23 wurde nur unteestdtmit Blutzelltransfusionen oder
Kortison behandelt (19 erhielten auch Thrombozyggnegations-Hemmer wie ASS
und Dipyridamol), 20 machten eine orale Chemotheramit Busulfan oder
Hydroxyharnstoff, 1 Patient unterzog sich eineeifgronbehandlung und bei 3 wurde
eine Splenektomie oder Bestrahlung durchgefihrt.

Die weiteren 19 Studienteilnehmern (9 Manner, 18uEn, Durchschnittsalter 58 Jahre)
zeigten zunachst nicht die typischen Diagnoseleter einer PMF. Die
Untersuchungsbefunde beinhalteten: geringe Splegaliee grenzwertige oder leichte
Anamie, selten erythrozytare Vorlauferzellen odekiyozyten im peripheren Blutbild,
regelmaRig einen erhdhten Thrombozytenwert (iber $0Q0/l, keine relevante
Myelofibrose, keine gleichzeitige oder vorausgegsmeg andere MPN und kein
Philadelphia-Chromosom.

Die Patienten klagten auf3erdem Uber Mudigkeit, gtles Krankheitsgefihl und
gelegentlich Uber Nachtschweil3, Gewichtsverlustigiveg zu Hamatomen und
abdominelle Beschwerden.

Die initiale Beckenkammbiopsie wurde meist untemdklinischen Verdacht einer
therapierefraktaren Anamie, Splenomegalie, Thromiosz unbekannter Ursache,
unklassifizierten MPN oder einer ET durchgefuhrei Bliesen Stanzen fanden sich
keine oder nur eine sehr gering ausgepragte Zunatheneretikuldren Fasern im

Knochenmark. Die Behandlung dieser zweiten Grupperschied sich nicht wesentlich
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von der ersten und beinhaltete auch alleinige fenait Thrombozytenaggregations-
Hemmern oder in Kombination mit anderen Medikamente

Nur noch von 65 Patienten (29 Manner, 36 Frauem¢ichnittsalter 64 Jahre) aller 79
Studienteilnehmer war ausreichend Untersuchungsialat@rhanden, um die immun-
und lektinhistochemischen Farbungen anzufertigen.

Die minimale Beobachtungszeit der Patienten beéridpnate, das langste Intervall 10
Jahre. Die durchschnittliche Beobachtungszeit wadahre.

2.1.1 Kilinische Daten zu verschiedenen Messzeitpunkten

Es wurden folgende Parameter wéhrend der Studaderh
-Erythrozyten (x 1&/1)
-Leukozyten (x 181
-Erythroblasten im peripheren Blutbild (in %)
-Myeloblasten im peripheren Blutbild (in %)
-Thrombozyten (x 1Ul)
-LDH (U/1)
-Milzgrol3e (in cm unter dem Rippenbogen)

-Lebergrofie (in cm unter dem Rippenbogen)

Die Erhebung der Daten erfolgte wahrend des Studraufes. Sie wurden besonders
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und der let8equenzbiospie genauer betrachtet

und die beiden Gruppen miteinander verglichen.

2.1.2 Beckenkammbiopsien

Die routineméRige Gewinnung von Knochenmarksmadteiiia tberwiegend nach der
Methode von Jamshidi und Swaim durchgefuhrt [85.viird aus der Spina iliaca
posterior des Os ileum eine zylinderformige Stamrgnommen. Hierflir gibt es

besondere Stanznadel, die Jamshidi-Nadeln. Die é5d&® gewonnenen Probe sollte
mindestens 2 mm x 17 mm betragen. Eine andere Methattels Drillbohrung der

Spina iliaca anterior superior konnte sich nichitdagten [26].

An die Entnahme sollte sich mdglichst schnell dtigerung anschlieen. Sie wurde

hier durch eine gepufferten Aldehydlosung (2 ml 28Mutardialdehyd, 3 ml 37%
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Formaldehyd, 1,58 g wasserfreies Kalziumacetat destilliertes Wasser auf 100 ml)
uber 12-48 Stunden erreicht.

Der Vorteil diese Methode liegt in dem durch Gldtaldehyd verstarkten
Kalziumeinbau in die Membranstrukturen des GeweSeskommt es zu einer besseren
Erhaltung der Feinstrukturen in den Praparaten.efdd$n wird eine Schrumpfung, zu
der es bei alleiniger Formalinfixierung kommt, wegert. Beide Effekte fihren zu einer
deutlich verbesserten Beurteilbarkeit der histisicigen Schnitte.

Der nachste Schritt ist die Dekalzifizierung ded&nernen Anteile fur 3-4 Tage in einer
gepufferten EDTA-LOsung (Athylendiamintetraessigsjibbei pH 7,2. Diese schonende
Entkalkung alteriert die Knochenmarkszellen nurirgeund fihrt trotzdem zu einer
besseren Schneidbarkeit der Praparate.

Den Biopsien durch in eine aufsteigende hydropAlle®holreihe tber 3 Stunden und
bei einer Temperatur von 39 das Wasser entzogen. Es folgt ein Xylolbad vom&0
Anschlie3end wird die Stanze bei°&9paraffinisiert und schlief3lich in die Kassetten
eingegossen.

Von den Biopsieblocken konnen nun mit einem Gruhlisenmikrotom (Leitz GmbH,
Wetzlar) 3-5um dicke Schnitte angefertigt werden. Diese werdénGlasobjekttrager

aufgezogen.

2.1.2.1Routinefarbungen

Die nach dem Schneiden routinemaRig durchgefuliféebungen waren: Giemsa, PAS
(Perjodsaure-Schiff-Reaktion), Naphthol-AS-D-Chharetatesterase, Pearls’-Reaktion
fur Eisen und die Silberimpréagnation nach Gomori.

In der Silberimpragnation stellen sich die retikatéd und kollagenen Fasern im

Lichtmikroskop schwarz dar.

2.1.2.2mmunhistochemische Darstellung der Makrophagenpoplation

PG-M;-Farbung

Makrophagen wurden durch die immunhistochemischebdréethode mit dem
monoklonalen Antikérper PG-M (CD 68) dargestellt. Vor dem eigentlichen
Farbeprozess wurden die in Paraffin eingebettetesck&hkammbiopsien zur
Paraffinschmelze fir 15 min bei 62°C in den Brutaok gegeben und dann ein 20
minutiges Xylol-Bad durchgefuihrt. Es wurde einetaigende Alkoholreihe von 100%

bis 76% angeschlossen und mit A. dest. gespultAb@dauung erfolgte mit Pronase E
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(1 mg auf 1 ml A. dest.) bei 38°C lber 10 min. &gten Spulungen mit Wasser und A.
dest. und schlieBlich mit TBS-Puffer (tris-buffergaline). Um  stérende
Hintergundfarbungen durch membranstandige Fc-Remaptzu verringern, wurden die
Praparate mit 10%igem Kanichenserum vorbehandeiléseD binden an die Fc-
Rezeptoren und verbessern so die Qualitat der Irffimwmgen [52]. Im folgenden
Schritt wurde der Schnitt in einer 1:50 Verdinnaieg monoklonalen Antikorpers PG-
M, (Primérantikorper) inkubiert. Nach Spulung mit TB&schpuffer erfolgte die
Biotin-Streptavidin-Methode (LAB), die auf der Veemwdung eines Bruickenantikorpers
berunt [69, 82]. Dieser Briuckenantikérper ist einonoklonaler biotinylierter
Kaninchen-Anti-Maus-Antikérper, der gegen den vonaugen gewonnenen
Primarantikdrper gerichtet ist. Biotin wurde 45 nmikubiert und dann mit TBS-Puffer
abgespult. Dann wurde ein Streptavidin-alkalischedphatase-Komplex zugefiigt
(Verdinnung 1:50, Einwirkzeit 45 min bei Raumtengper), der an den
Bruckenantikorper bindet. Zum Schluss wurde nocknmait TBS abgewaschen und
darauf die alkalische Phosphatase mit dem Farb4tat Red” (7 mg Naphthol-AS-
MX-Phosphat, 0,7 ml Dimethylformamid, 35 ml Trisffem (pH 8,2), 8,4 mg
Levamisol und 35 mg Fast Red TR Salt) gegeben. dgtef weiterhin eine
Kerngegenfarbung: die Schnitte wurden mit Hamalaber 15-20 sec lang angefarbt
und dann mit Wasser gespult. Die Praparate wurdgnKaisers Glyzeringelatine

eingedeckt und fur mindestens 1-2 Stunden bei 3®°Brutschrank belassen.

BSA-I" Subpopulation

Die Farbung der aktivierten Subpopulation der Mpkiagen erfolgte mit BSA-I als
Primérantikdrper. Die Schritte des Farbeprotoketitsprachen denen der beschriebenen
PG-M;-Farbung.
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2.2  Morphometrische Methode

Das Verfahren der Morphometrie erlaubt die quatitga Auswertung von
Strukturelementen (Gewebe- und Zellkompartimentad uPartikeln (Zellen) in
histologischen Préparaten unter dem Mikroskop [14Blr morphometrischen
Auswertung der Faserdichte benutzen wir ein KonBddanalysegerat (MOP-A-MO1-
Kontron) der Firma MOP-Videoplan, Minchen. Das Redystem ist mit einem
Auslegermikroskop (von Carl Zeiss, Oberkochen),eginVideobildschirm, einem
Digitalisiertablett mit Maus, einer Tastatur undesn Drucker ausgestattet.

Zur Sicherung exakter Ergebnisse wird zu BeginnMiessungen das Gerat jeweils neu
skaliert, indem man Uber das Digitalisiertable# &ckpunkte des in das Okular des
Mikroskops eingeéatzten Gitters markiert. So wirandBechenprogramm ein exaktes
Langenmald vorgegeben, das dem jeweiligen VergriaBsfaktor fir das spezielle
Messprogramm entspricht.

Das histologische Praparat wird durch das Mikrodbejpachtet. Mann kann nun mittels
einer Leuchtdiode im Gesichtfeld und der Maus Stmgn manuell umfahren oder die
Faserkreuzungspunkt eingeben. Damit ergeben vemeehnen Daten.

Das von der Firma Kontron entwickelte Programm "YXtmaoglicht die Erfassung von
verschiedenen Parametern wie die Flache von umfahr8trukturen, die Summe von
Einzelelementen und fihrt au3erdem die Berechnung Summe, Mittelwert und
Standartabweichung der registrierten Daten durch.

Die Makrophagendichte wurde mit einem &hnlichen ueflan optischen Planimeter
(VIDAS-Zeiss-Kontron) und entsprechenden Berechspragrammen (Videoplan-

software) ermittelt.

2.2.1 Fasermessung

Die untersuchten Beckenkammbiopsien beinhalteterDimchschnitt 9,6+ 5,0 mnf
artefaktfreie Knochenmarksflache. Zur Ermittlungr d&aserdichte wurde mit einer
500fachen VergroRerung (Okular 12,5 x 40er Objékgearbeitet. Wenn moglich,
wurden bei jedem Praparat 25 Gesichtsfelder ausggwZunachst wurde das gesamte
Praparat gemustert und die Gesichtsfelder so géwttds sie verteilt und reprasentativ
waren. Gebiete mit Quetschungen, Zerreil3ungen,liumgen oder ausschliel3lich mit

Knochen wurden nicht fur die Messungen herangezogen

36



Jedes Gesichtsfeld wurde nach einem bestimmtenekibstrachtet und verschiedene
Messparameter erhoben:

1. Flache des Knochens und der Artefakte ifmm

2. Flache der Fettzellen in Mm

3. Anzahl der Faserkreuzungspunkte pro Gesichtsfel
Die Flachen wurden durch jeweiliges Umfahren mindeED erfasst und berechnet.
Die Kreuzungspunkte ergaben sich aus den Uberstimmgen zwischen den Fasern und
dem eingeatzten Gitter auf einer Seite des Binogula
Aus diesen Werten lie3en sich die in der Studiétgien Parameter errechnen:

1. Fettanteil in %

2. Kreuzungspunkte (i) pro nfMarkflache

3. Kreuzungspunkte (i) pro nfrilamatopoeseflache
Die Markflache bezeichnet die Biopsieflache abalglier Flache von Knochen und
Artefakten, die Hamatopoeseflache entspricht derrkNéaehe nach Abzug des

Fettanteils.

2.2.2 Myelofibrose Progressions Index (MPI)

Aufgrund der erheblichen Variabilitat der Intereaiwischen den Sequenzbiopsien ist
es notwendig eine zeitunabhéngige Messgrolle zu emelen. Dazu wurde die
Progression der Myelofibrose pro Monat errechnet.

Der dazu herangezogene MPI (myelofibrosis progoessiindex) [209]. setzt die
FaserdichtedifferenzA(i x 10°/mn?) in Relation zur Zeit (Monate zwischen erster und

letzter Biopsie).

2.2.3 Quantifizierung der Makrophagen

Zur morphometrischen Untersuchung der Makrophagatdrstanden im Durchschnitt
14,1 + 4,8 mnt Knochenmarksbiopsieflache zur Verfiigung. Zunachstde das
gesamte Praparat gemustert. Im Unterschied zur riRassung wurden 35
Gesichtsfelder ausgezahlt. Die Schritte pro Gesielut verliefen aber in der gleichen
Reihenfolge:

1. Erfassung der Flache von Knochen und Artefakten

2. Erfassung der Flache der Fettzellen

3. Erfassung der Anzahl der Makrophagen
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Und auch hier wurde wieder der Anteil der Fettfiidierechnet und die Anzahl der
Makrophagen pro mfiHamatopoeseflache angegeben.

Von jeder Biopsie wurden zwei Makrophagen-Farbungegefertigt, um die aktivierte
Subpopulation unterscheiden zu konnen. Die Durclofidh der morphometrischen
Analyse der beiden Praparate wurde identisch  defthg. Die
Untersuchungsergebnisse wurden miteinander vegglicind der Anteil der aktivierten

Makrophagen ermittelt.
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2.3 Zur Problematik sogenannter aktivierter Makrophagen

Makrophagen kénnen aktiviert werden. Damit gehenpmalogische Veranderungen
und eine Erweiterung des Funktionsspektrums einkanchenmarks-Makrophagen
zeigen im normalen Knochenmark einen hohen Antail 85% an HLA-DR-positiven
und damit Antigen-prasentierenden Makrophagen [1D0, 117, 118]. Die
Antigenprasentation hat eine herausragende Bedgutonder Entwicklung der
spezifischen Immunitat und stellt eine Eigenschaifer, differenzierter Makrophagen
dar. Die Expression von MHC-Molekilen der Klasseallf der Oberflache von
Makrophagen setzt einen Aktivierungsprozess vorales, durch exogene Faktoren
gesteuert wird. Solch ein Faktor ist z\BIFN (Immun-Interferon), das Hauptprodukt
spezifisch  sensibilisierter T-Lymphozyten. Die ay@@gte Fahigkeit zur
Antigenprasentation kann also als Ausdruck des vliitszustandes interpretiert
werden. Der Aktivitats- und Differenzierungszustadet Makrophagen ist eng mit der
Expression bestimmter membranstandiger Kohlenhyaindgene verbunden. Diese
Antigene werden von Lektinen erkannt und gebundeaher bieten sich Lektine
hervorragend an, um verschiedene SubpopulatiomreMaeophagen zu unterscheiden.
Um ruhende von aktivierten Makrophagen auseinamndialen eignet sich BSA-I-B
[124]. Dieses Lektin stammt von Bandeiraea (Grirsimplicifolia (BSA) und bindet
an  Membranbestandteile  mit a-D-Galctosylresten, die infolge  eines
Aktivierungsprozesses exprimiert werden. Im Knochark findet sich ein Anteil von
60-70% BSA-I-B" Makrophagen [11]. Dieser Wert liegt etwas hohes dér bei
friheren immunmorphometrischen in-situ Untersuclemngerechnete [10]. Man geht
davon aus, dass die BSA-lHReaktivitit einer Subpopulation der PGM
Makrophagen einer vorausgegangenen Aktivierungpenty.

PG-M; ist ein monoklonaler Antikorper, der spezifischr fidlas Monozyten-
Makrophagen-System ist [47]. Das von PG-identifizierte Antigen stellt ein Epitop
eines intrazytoplasmatischen Molekils dar, welcwasirscheinlich mit lysosomalen
Strukturen in Verbindung steht. Im Gegensatz zhdrén Farbungen reagiert PG-M
nicht wie die KR-Farbung mit anderen Zellpopulationen wie z.B. &ulschen

Haarzellen, Megakaryozyten oder Granulozyten unehilVorlauferzellen [154].
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2.4  Methoden zur Quantifizierung der Faserdichte im Knachenmark

Es gibt verschiedene Methoden die Faserdichte atinmmen. Die Einordnung des
Ausmaldes in eine mehrstufige Rangskala ist einfghdngewandte Moglichkeit. Sie
soll dem Untersucher ermdglichen, die Faserentwigklim Krankheitsverlauf rasch zu
beurteilen [77, 212, 238]. Neben der Schwierigkestibjektive Einschatzungen
miteinander zu vergleichen, flie3en in die Bewegtoftmals auch quanlitative Aspekte
ein. Solche beeinflussenden Aspekte sind z.B. i§etidaserbiindel [77]. Zudem findet
haufig der Gehalt an Fettgewebe keine Beriicksichtjgso dass die Zunahme dieser
Komponente im Knochenmark eine vermeintliche Fasemnderung vortduschen kann
[190]. Solch eine vorgetduschte Abnahme der Fad®elikann auch durch ein
interstitielles Odem im Markraum entstehen. Diesgé&hauigkeit der semiquantitativen
Methode galt insbesondere zum Zeitpunkt unsererdi§tuda noch keine
standardisierten Beurteilungskriterien vereinbadrem, die z.B. die Einordnung der
Zelldicht anhand von Altersgruppen berlcksichtigeme genauere und objektivere
Messung ist mit Hilfe der Morphometrie mdglich.

Es werden zwei Arten der Morphometrie angewanditdBe Fotomorphometrie werden
nach der Silberimpragnation die histologischen &die fotografiert. Das Muster des
Gitterfasergertstes wird auf ein dinnes Blatt Ragepaust. Der Fasergehalt wird
daraufhin von einem computergesteuerten Bildanglsg erfasst, indem die
entstandenen Bildpunkte in die absolute Faserldngenm pro mmi umgerechnet
werden [147].

Eine andere Mdoglichkeit ist die direkte Mikromorphetrie [187, 192]. Der
Untersucher nutzt ein Okular mit einem eingeatz€itter bekannter GréfRe und
bekanntem Linienabstand. Bei diesem Verfahren werdie Schnittpunkte der in der
Silberimpragnation gefarbten Fasern mit den Limes Gitters gezahlt.

Zusatzlich wird die Flache der Fettzellen ermitt€ diese rechnerisch subtrahiert
wird, ergibt das Ergebnis der Messungen die Fasezkingspunkte pro nfnder Mark-
oder Hamatopoeseflache. Die Markflache bezeichietBtbpsieflache abzuglich der
Flache von Knochen und Artefakten, die auch erihitterden. Die Hamatopoeseflache
ergibt sich, wenn man die Fettflache von der Méaidtile abzieht.

Pro Praparat werden mehrere (ca. 25) Gesichtsfejde@hlt. Alle Messungen der
verschiedenen Praparate werden von einem Untensudbechgefihrt, um eine

maoglichst gute Vergleichbarkeit zu erreichen. D& Probemessungen gefundenen
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intra- und interindividuellen Messwertunterschiegerden mit ca. 3-5% angegeben
[211].

Fur die vorliegende Studie wurde das letztgenaketgahren angewandt, weil es die
Moglichkeit beinhaltet, die Flache der Fettzellowee die des Knochens und der

Artefakte zu ermitteln und aus der Bestimmung desefrdichte herauszurechnen.

41



2.5  Statistische Auswertung

In der statistischen Auswertung wurden die beoleteht Unterschiede zwischen der
ersten und letzten Biopsie bzw. zwischen den Gruppéihre statistische Signifikanz

zu Uberprufen. Daftir wurde als Signifikanztestii@ine Fallzahlen der t-Test (Student-
Test) verwendet.

Weiterhin wurde der Zusammenhang zweier Altermagitkmale (Makrophagenzahlen
und Verfaserung des Knochenmarkes) untersucht. ztdidserechneten wir den

Korrelations-Koeffizienten nach Pearson.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Daten

Die klinischen und laborchemischen Befunde der &f@eRten mit einer manifesten
PMF zeigten schon zum Zeitpunkt der ersten Biopgiésche Merkmale. Sie wiesen
Anamie, leichte Leukozytose, regelmallig ein leukibeoblastisches Blutbild mit
Tranentropfenerythrozyten und in den meisten Falaa Splenomegalie auf.

Die gemessenen Hamoglobinwerte lagen mit einemeMiért von 11,5 g/dl deutlich
unter der Norm. Die Streubreite reichte von 4,219 g/dl. Entsprechend lagen auch
die Erythrozytenwerte mit einem Mittel von 4,0 x*¥Dauf einem gegeniiber den
Normalwerten eher niedrigen Niveau. Die Leukozy&dnen lie3en sich bei einer
groRen Streubreite von 1,0 bis 62,2 X/L@uf einen Mittelwert von 14,0 x 10
ermitteln. Die Patienten zeigten also teilweiseeeireukozytose und teilweise eine
Leukopenie. Auch bei der Thrombozytenzahl gab es grol3e Variabilitat (Streubreite
190-2496 x 181). Doch auch hier war der Mittelwert mit 520 x °Ml0erhoht.
Thrombozytenwerte tiber 1000 x *ll0fanden sich bei 4 der 60 Patienten (7%). Der
Prozentsatz der im peripheren Blut nachweisbarerstufen betrugen im Falle der
Erythroblasten im Mittel 2,3 % (Streubreite 0,5) und bei den Myeloblasten 1,2%
(Streubreite 0,7-17,0%). Die LDH war im Durchschrethoht (Mittelwert 506 U/I,
Streubreite 129-1700 U/l). Dem Befund einer PMFspréchend waren auch die
Ergebnisse der klinischen Untersuchungen von Mild beber. Im Durchschnitt waren
beide Organe bei den Patienten vergro3ert und it@rschiedlichen MalRe unter dem
Rippenbogen tastbar (Milz 3,6 cm, Leber 1,5 cm).

Die 19 Patienten mit einem initialen, préafibrotisohStadium der Erkrankung, zeigten
zu Beginn nicht so ausgepragte klinische Befunde.

Der Hamoglobinwert lag im Mittel mit 13,1 g/dl déabh héher und entsprach damit nur
einer leichten Anamie. Auch die Zahl der Eythromytear mit 4,5 x 18/ annahernd im
normalen Bereich. Die Leukozytenanzahl war nicghiikant unterschiedlich zu dem
der Gruppe |, wies aber eine geringere Streubraite (5,6-32,7 x 1Yl). Die
Thrombozyten wiederum waren vermehrt nachweisban/ (862 x 18/l) und es gab
auch haufiger Falle mit Werten tiber 1000 X/tL® der 19 Patienten (37%) zeigten eine
solche Thrombozytose. Die OrganvergréfRerungen vilnid Leber waren nur gering

ausgepragt und zeigten selten auffallige Tastbefund
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Im Vergleich der klinisch manifesten PMF mit denitialen, prafibrotischen Stadium

ergaben sich zum Zeitpunkt der ersten Biopsie ide6 9 Merkmale signifikante

Unterschiede (Tabelle 1, A). Dies galt fir den Gded Andmie, den Thrombozyten-
und LDH-Werten, dem Auftreten der Leukoerythro- uigleloblasten im peripheren

Blut und die Splenomegalie.

Fur diese Merkmale ergaben sich auch innerhalbjedeeiligen Patientengruppe und
damit eines Krankheitsstadiums signifikante Unteiesde im Vergleich der ersten und
letzen Biopsie (Tabelle 1, B und C).

Zum Zeitpunkt der letzten Biopsie (im Durchschmtich 16 Monaten) waren die
Unterschiede in den hmatologischen Befunden ddebdatientengruppen nicht mehr
signifikant. Nach langerem Krankheitsverlauf befamdsich die Patienten also im

gleichen Krankheitsstadium und waren klinisch niolethr zu unterscheiden.
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Manifeste PMF

Prafibrotisches Stadium

Zeitpunkt der Biopsie

Diagnose-
stellung

Sequenz-
biopsie

Diagnose-
stellung

Sequenz-
biopsie

Intervall (in Monaten)

35+ 30 (6-122)

3G 24 (6-100)

11,5+ 2,74

13,1+ 3,5

Hb (g/dl) (4.2-140) | 109% 2,4° (7.0-.155) | 108% 3,6°
Erythrozyten (x 18/l ?f;_;g 38+12 ?2’?21'_515 47404
Leukozyten (x 10) 1(‘;’,%?6;22’;‘ 11,5+ 6,5 (1;‘ 6213',27 72) 13,445,0
(IEi:ly(E/tJl)roblasten im peripheren Blut %03513208(’;) 744858 0(312(()3)6 8.5+ 12,0°
Myeloblasten im peripheren Blut (in %) %02;12713) 7,3+ 6,6° 0(311%)3 55+2,1°
Thrombozyten (x 1%) ?123;- ; jgg) 403+ 417" (2%?333?) 421+ 444°
LDH (U/) ?fg;_ f%g) 760+ 219° ‘(12107; 925162) 619+ 179°
?i/lrillf:?rzouﬁer dem Rippenbogen) ?06;12543) 4,6+ 3,2° 2((‘)1i4%))2 5.5+ 3,3°
I&ﬁbc?;ggafeer dem Rippenbogen) (1054i81083 2,0+1.9 O((?ioé)2 1,812

Tabelle 1: Klinische Befunde und Labordaten ( MittelwertStandartabweichung, in Klammern die

Streubreite). SignifikanznivealP (< 0,05): A: manifeste PMF gegen préfibrotisches Btad B:

manifeste PMF, Biospie bei Diagnosestellung gegeguénzbiopsie; C: préafibrotisches Stadium

Biospie bei Diagnosestellung gegen Sequenzbiopsie.
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3.2 Ubersicht tiber das Knochenmark bei der Primaren Myéofibrose

Die ersten Knochenmarksbiopsien der Patienten méne initialen, prafibrotischen

Stadiums der PMF zeigen einen auffallenden Zelteim mit Proliferation der

Granulo- und Megakaryopoese und eine vergleichewvgeringe Involution durch

Fettgewebe (Abbildung 1a).

Die Megakaryopoese ist nicht nur durch die deugiicAnstieg an Megakaryozytenzahl,
sondern auch durch deren bizarres, dysplastischesselhen charakterisiert. Diese
Abnormitaten beinhalten Stérungen der Kern- und oghsmareifung sowie

Anderungen in GroRe und Form (Abbildung 1c).

Die atypischen Megakaryozyten weisen im fibrotistHetadium regelmaf3ig einen
engen Kontakt zu den irregularen Fasern auf (Abbdd2b).

Die Erythropoese ist reduziert und zeigt eine Rwihemmung. Es kommt zum
relativen Uberwiegen der Proerythroblasten und driikErythroblasten. Diese
Frihformen haben keine Tendenz zur weiteren Diftaerung in spatere

Vorlauferzellen und verbleiben in ihren Stadiene Brythroblasten sind in kleinen

Nestern angesammelt (Abbildung 1d, e).
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Abbildung 1: Initiales préfibrotisches Stadium der PMF: (a) k#fieht mit Hyperzellularitat und
spezifische Farbung der neutrophilen Granulopo&Sel¥-Chloroazetat-Esterase). (b) Gruppen von
Megakaryozyten, die verschiedene GroRen und bizormen aufweisen (CD61-Immunfarbung).
(c) Die Abnormitaten der Megakaryopoese sind anggstorten Kern- und Zytoplasmareifung und
damit an dem dysplastischen Erscheinen der Zelleerkennen (CD61-Immunféarbung). (d) Die
spezifische Farbung der Erythropoese zeigt diehesgbetischen Inseln verschiedenen Ausmalles
zwischen den Nestern der atypischen Megakaryopogdet40f-lmmunfarbung). (e) Die
erythropoetischen Inseln bestehen vor allem auefriErythroblasten, die anscheinend in diesem
Stadium verbleiben. a, b, ¢ x 370, e x 57.

47



3.3  Faserentwicklung bei Sequenzbiopsien

Bei Patienten mit einer initialen PMF ist zunéchmt hyperzellularen Stadium kein
Anstieg der retikuldren Fasern bemerkbar (Bild 2&och im Verlauf der
Sequenzbiopsien entwickelt sich auch bei dieseieriRah eine Myelofibrose. Diese tritt
nach unterschiedlichen Intervallen auf und zeighaterschiedene Auspragungen.
Zunachst kommt es zur Bildung eines lockeren Netzegevon Fasern. Diese liegen
zwischen und benachbart zu den atypischen Megakgeo (Bild 2b).

Im fortgeschrittenen fibro- bzw. osteosklerotisch®tadium kommt es zur weiteren
Zunahme der Verfaserung mit Auftreten von grobemd&ln kollagener Fasern (Bild
2¢) und Bildung von Endophyten und spongidosen Kenbklkchen (Bild 2c, d). Die
Neubildung des Knochens fiihrt zu einer Einengung Markraumes und damit zur
Hypoplasie der Myelopopulationen. Zusatzlich zesgth eine punktuelle Involution
durch Fettgewebe.

Im sogenannten ausgebrannten Terminalstadium fisidet im Extremfall ein durch

Fettgewebe und Osteosklerose verddeter Markraura Hamatopoese.
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Abbildung 2: Myelofibrose bei der PMF. (a) Initiales Stadiunmehzunahme der Fasern (Dichte:
23 i x 16/mn7). (b) Die spatere Biopsie desselben Patienteer{tatl: 16 Monate, Faserdichte: 76
i x 10//mn7) zeigt ein lockeres Netzwerk von Fasern zwischeth benachbart zu den atypischen
Megakaryozyten. (c) Beginnende Osteosklerose (latler 38 Monate). (d) Endstadium mit

Entwicklung spongitser Knochenbalkchen und punlguelnvolution von Fettgewebe in das
Knochenmark. a, b x 370;c x 280; d x 170.
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3.3.1 Dynamik der Fibrogenese

Um die Dynamik des Prozesses der Fibrosierung adextienmarks unabhangig von
den sehr unterschiedlich langen Untersuchungsiatervzu beschreiben, benutzten wir
den Myelofibrose Progressions Index (MPI). Diessrte die FaserdichtedifferenZ {

x 10//mn) in Relation zur Zeit (Monate zwischen erster igtdter Biopsie).

Der MPI zeigte, dass der relative Anstieg der Fisbte pro Jahr bei den Patienten mit
einer initialen, préafibrotischen PMF wesentlicthkbwar.

Er betrug bei diesen 1,52 2,61 i x 16/mn? pro Jahr und bei denen mit manifester
PMF nur 0,81+ 3,36 i x 16/mn? pro Jahr. Auch die Streubreite unterschied siah un
war bei den Patienten mit einer initialen PMF wéisgn geringer (0,21-8,18) als bei

denen mit einer manifesten PMF (0,18-16,57).

2.0

MPI
(x 10% i/mm®)
—
=

Jahre

Abbildung 4: Relativer Anstieg der Faserdichte im ersten JahiBeobachtung, ausgedriickt durch
den MPI fur Patienten mit initialer, préfibrotiscR&F und Patienten mit manifester PMF. Dieser
Index deckt einen signifikanten Unterschied in Werfaserungsgeschwindigkeit beider Abbildung
Patientengruppen auf:(manifeste PMF: 0,8%* 3,36; Streubreite 0,18-16,50;: prafibrotisches
Stadium:1,52+ 2,61; Streubreite 0,21-8,18;).
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3.3.2 Agyrophilie (retikular-kollagene Fasern)

préafibrotisches

Manifeste PMF Stadium

Diagnose-| Sequenz-| Diagnose-| Sequenz-

Zeitpunkt der Biopsie stellung biopsie stellung | biopsie

Faserdichte [i x 1¥mn]

N . 109+ 40" | 137+ 41% | 35x8 75+ 34
pro Hamatopoeseflache

(pro Knochenmarksflache) (89+40) | (115£43)| (29+7) | (66+37)
glifferenz beider Faserdichten 28+ 31 40+ 37
MPI in i x 1G/mn? 69° 126

Tabelle 2: Grad der Agyrophilie (retikular-kollagene FaserajrzZeitpunkt der Diagnosestellung und
der Sequenzbiopsie (mittleres Intervall 16 Mon&ignifikanzniveau P < 0,05): A: manifeste PMF

gegen préafibrotisches Stadium, Biopsie bei Diagssistlung; B: manifeste PMF gegen
préfibrotisches Stadium, Sequenzbiopsie; C: maweifédMF gegen prafibrotisches Stadium. Die

Dichte der Fasern ist sowohl pro Hamatopoesefl@theauch pro gesamte Knochenmarksflache (in
Klammern) angegeben.

Zu Beginn zeigte sich nur bei den Patienten mit ifeater PMF eine ausgepragte
Zunahme der Faserdichte auf im Mittel 109 Kreuzpog&te (i) x 16/mn?
Hamatopoeseflache. Patienten mit prafibrotischewi8in wiesen nur Werte von 35 i x
107/mn? auf. Damit bestand ein signifikanter Unterschiediszhen den beiden
Patientengruppen (Tabelle 2, A).

Die morphometrische Untersuchung ergab einen sigmifen Anstieg der Faserdichte
im Zeitverlauf in beiden Patientengruppen (Tabglle8 und C). Bei einer manifesten
PMF steigerte sie sich auf 137 i x’&8m” und im Rahmen einer initialen PMF auf 75 i
x 10°//mn¥. Die Berechnung der Differenz der ersten und éet#aserdichte zeigt, dass
Patienten mit initaler PMF eine wesentlich gré3&serdichtezunahme erfuhren.

Es ergaben sich aber auch fir 24 Patienten mitfestar PMF und und 6 mit initialer
PMF nur ein grenzwertiger bis geringer Anstieg Basern und kein Patient zeigte eine

Verminderung der Faserdichte unter Therapie miuBas oder Hydroxyharnstoff.
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3.4  Frequenz der Makrophagen im Knochenmark

In der immunhistochemischen Farbung mit Antikrpgegen PG-M (CD68) zeigen

sich bei der Betrachtung der histologischen Prdpanaele zwischen anderen
hamatopoetischen Zellen verstreute Makrophagen. Zgiehnen sich durch ein
irregulares  sternférmiges Aussehen aus, das duréd delen schmalen
Zytoplasmaauslaufer bedingt ist (Abbildung 3a).

Die aktivierte Subpopulation wird durch die Farbunig BSA-I dargestellt (Abbildung
3b).

Abbildung 3: Verstreute Makrophagen in den Knochenmarksbiopg@nPatienten mit einem
frihen PMF-Stadium. (a) CD68 gesamte Population (PG:Nmmunfarbung). (b) Aktivierte
Subpopulation (BSA-I-Immunfarbung). a und b x 170.

Bei 65 der insgesamt 79 Patienten wurde eine Untbusg der Makrophagen
durchgefuhrt, da von ihnen noch geniigend Biopsienahtvorhanden war, um die
immunhistochemischen Farbungen anzufertigen.

Die morphometrische Analyse der Knochenmarksprépagagab eine betrachtliche
Zunahme der Makrophagenanzahl bei PMF in VergleiotKontrollgruppe (Tabelle 3).
Diese Zunahme betraf nicht nur die Gesamtpopula(®@-M;), sondern auch die

aktivierte Subpopulation (BSA-I).
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Fur die gesunde Kontrollgruppe lieRen sich die &fliterte von 370/mmfir PG-M,*
Makrophagen und 200/nfnfir BSA-I" Makrophagen ermitteln. Fiir PMF-Patienten
lagen diese Werte zum Zeitpunkt der ersten Biopsie515/mm bzw. 332/mrf und
spater zur letzten Biopsie bei 531/Mmbzw. 340/mm.

PMF

Biopsie bei

Diagnosestellung Sequenzbiopsie

PG-M," Makrophageni 10%/mn) 515+ 150 531+ 148
aktivierte (BSA-I) Makrophagen (i x 0mn¥) 332+ 106 340+ 123
(% von ges.) (65,2 %) (64,1 %)

Faserdichte (i x 2mnT) 91+ 47 121+ 48

Kontrollgruppe (normales Knochenmark)

PG-M," Makrophageni 10//mn) 370+ 90
aktivierte (BSA-I) Makrophageni 16¢/mnt) 200+ 70
(% von ges.) (54,1 %)

Tabelle 3: Morphometrische Analyse der Knochenmarkspraparate 65 Patienten mit PMF
(Mittelwert + Standartabweichung) mit Betracht auf Makrophagehkaserdichte.

53



3.5 Bezug der Makrophagenpopulation zur Faserentwickluig

Die morphometrischen Untersuchungen zeigten beerePMF im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne PMF eine Erh6hung der Anzahi dakrophagen inklusive ihrer
aktivierten Subpopulation (Tabelle 3). Ebenfali im Verlauf der PMF eine Zunahme
der Verfaserung auf. Es wurde die Korrelation darafheter Makrophagenanzahl und
Faserdichte von allen Patienten einerseits unalbfgamm Krankheitsstadium und
andererseits innerhalb der verschiedenen Stadiemsucht. In beiden Fallen ergab sich
keine signifikante Korrelation beider Faktoren. Damst die GroRe der

Makrophagenpopulation unabhangig von der Zunahmeé&akerdichte.
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4 Diskussion

4.1 Diagnose der Fruhstadien der Primaren Myelofibrose

Die Differenzierung der PMF von den verschiedenemdegen Entitdten der
Knochenmarksfibrose wie z.B. bei PV, ET oder CMLfig die Prognose als auch fur
die Therapie von entscheidender Bedeutung. Insbeserdie ET geht durchaus mit
einer Knochenmarksfibrose einher, die im Fruhstadder einer PMF sehr &hnelt und
daher die Unterscheidung erschwert [55, 153, 2@3].2Hinzukommt, dass eine
erstaunliche Anzahl von Patienten mit prafibrotschPMF eine signifikante
Thrombozytose aufweisen und daher haufig kliniaatmézhst als ET angesehen werden.
Dieses Phanomen zeigte sich auch in unserer Sflidielle 1). Diese Thrombozytose
ist bei der PMF aber nicht dauerhaft und geht imnkheitsverlauf zuriick. Meist ist
dieses Phanomen mit dem Fortschreiten der AnarareSpglenomegalie und auch dem
erythroblastischen Blutbild mit Auftreten von Daéiryten vergesellschatftet.

Im Gegensatz zu PMF mit einer mittleren Uberlebeitsmn 9,3 Jahren (fibrotisches
Stadium) bzw. 11,9 Jahren (prafibrotisches Stadigindlie Prognose der ET mit einer
mittleren Uberlebenszeit von 16,1 Jahren signifikeesser [110]. Das entspricht einer
normalen Lebenserwartung einer geschlechts- uedsaligeglichenen Population [168,
204).

Insgesamt ist das klinische Erscheinungsbild deFRghr heterogen. Es gibt beinahe
asymptomatische Verlaufe, die in unserer Studie @mngen Patienten mit initialer
PMF reprasentiert wurden, aber auch solche mitreakdvollen klinischen Symptomen
[41, 53]. Solche Patienten mit den klassischen Bi#$n einer manifesten PMF zeigten
haufig eine schwere Anamie oder eine ausgepraden@pegalie. Besonders bei den
Fallen mit gering ausgepragten klinischen Symptonganitiales, prafibrotisches
Stadium) ist es schwierig die Diagnose einer PMBtellen, da die Patienten eben nicht
die typischen klinischen Merkmale zeigen.

Eine Differenzierung einer frihen PMF und einer BT dann besser mdglich, wenn
man sowohl klinische als auch histopathologischerkivi@ale gemeinsam in die
Betrachtung einflie3en lasst und weniger auf eisgapragtes Krankheitsbild wertlegt
[32]. Bestimmte Knochenmarksmerkmale, insbesondi#iee Megakaryopoese, sind
hilfreich, um die beiden Krankheitsbilder zu untérsiden.

Es finden sich in 20% der PMF-Félle Veranderungem Wegakaryozyten und

Granulopoese des Knochenmarkes, die als CMGM (ahranegakaryocytic-
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granulocytic myelosis) beschrieben werden [24, B8, 192, 212]. Im Vergleich zu
PMF-Patienten mit oder ohne begleitende Thrombasaytreigen Studien von ET-
Patienten mit keiner oder minimaler Behandlung geringe Veranderungen dieser
Zellreihen im Knochenmark. Es kommt zwar auch zwmeei megakaryzytaren
Proliferation, diese zeigte aber keine zytologiséhgien [58, 204].

Im initialen Stadium der PMF besteht eine leicheatrophile Granulozytose zusammen
mit einer geringen oder moderaten Leukozytose. xamimt bei vielen Patienten eine
offensichtlich gehemmte Erythropoese, die mit eméden therapierefraktaren Anamie
korrespondiert. Diese Kriterien sind weder bei&rnoch bei der PV [140] ausgepragt
und mogen daher als weitere UnterscheidungspunideriDiagnose dienen.
Beginnende retikuldre Fibrosierung fuhrt zu eineerdickung der Sinuswande
(Sinuswandsklerose) und deckt einen engen KontaktNkster von dysplastischen
Megakaryozyten zu den retikularen Fasern auf [8458, 192, 212]. Daher reflektieren
die morphologischen Phdnomene die komplexe Einfhlafie der Megakaryozyten in
die Entwicklung der groften Teile des myelofibrctisn Stromas (Kollagen Typ |, 1l
und IV)[8, 127, 159, 183].

Die neue Wertigkeit der Histopathologie spiegathsn der neuen WHO-KIassifikation
von 2008 wieder. Kriterien wie die megakaryozytBreliferation und Atypien dieser
Zellreihe wurden als Hauptkriterien einbezogen.sBi®derkmale sind auch schon im
frihen Stadium unabhangig von der Fibrosierung Kieschenmarks vorhanden und
dienen deshalb auch der schwierige Abgrenzung rzeflecichen Stadien von einer ET
[204].

Auch die JAK2-Mutation wurde in der neuen Kladgtion bertcksichtigt. Sie kann
ebenfalls als ein vom Stadium der Erkankung unatigés Diagosekriterium
angesehen werden.

Zusammenfassend haben in den letzten Jahren klipethologische Studien unser
Verstandnis des komplexen Krankheitsbildes der PMesentlich gesteigert. Die
fehlende Betrachtung der frihen Félle wurde viefieidurch die stark variierenden
Intervalle und unvorhersehbare Natur der stadidiéiten Entwicklung und durch eine
gewisse Vernachlassigung der Knochenmarks-Histopgle beeinflusst. Mit der
neuen Klassifikation ist nun eine korrekte Wahrnahgi und Zuordnung auch des

préafibrotischen Krankheitsstadiums moglich.
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4.2  Faserentwicklung und Krankheitsverlauf bei der Priméaren Myelofibrose

Die bei den myeloproliferativen Neoplasien auftneie Myelofibrose zeigt einen
signifikanten Zusammenhang mit Morbiditat und Mbidh [202]. Eine valide
Bestimmung der Faserqualitat (Kollagen bzw. RetiRulnd Faserquantitat ist daher
bei Diagnosestellung und im weiteren Krankheitsugriviinschenswert.

Betrachtet man jedoch in verschiedenen veroffdritic Studien die Bestimmung des
Myelofibrose-Grades und dessen Verlauf, zeigt €ote groRe Variabilitdt, die von
keinerlei Anderungen, einer Regression bis hin Amstieg der Fasern reicht [24, 34,
55, 58, 77, 122, 123, 126, 187, 243]. Schwierighekrgaben sich dabei den genauen
Wert der Fasern im Knochenmark zu messen [24, 93, 196]. Die Anwendung
unterschiedlicher Methoden wie semiquantitativassiifen im Rahmen verschiedener
Skalierungssysteme versus Morphometrie, verscheedégitintervalle zwischen den
ersten und letzten Untersuchungen oder der Einsghluon Patienten mit
postpolyzythamischer myeloischer Myelofibrose uralclse mit akuter (maligner)
Myelofibrose [74, 77], kbnnen unter anderem die ddhe dieser Ungenauigkeiten
erklaren. Schlie3lich muss bedacht werden, dasf@éakgang der Fibrose auch durch
eine Zunahme des Fettgewebes simuliert werden kdies, gilt besonders in den
fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung. Eine Viederung der Fasern konnte aber
auch die Folge einer zytoreduktiven Therapie odam&zelltransplantation darstellen.
Um Studien vergleichbar zu machen und eine hohédit@uder Evaluation zu erreichen,
ist es notwendig bewahrte standardisierte Bewestuctglinien einzuhalten [203].
Dieses Vorgehen erméglicht die Dokumentation vonsten Veranderungen und deren
Ermittlung relativ zur Zeit.

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden durch eine dstatisierte Versuchsplanung,
Erfassung und Auswertung gewonnen. Ein wesentliclasichtspunkt in der
Auswertung ist die Veranderung der Faserdichte ieitvErlauf als Korrelat zur
Progression der MF. Entscheidend ist hierbei diega@erungen unabhéngig von den
verschieden langen Untersuchungsintervallen und déehalt an Fettgewebe
ausdricken zu konnen (sieBe.1). Der hierzu verwendete Myelofibrose Progoess
Index (MPI), zeigt, dass die Geschwindigkeit dereljibroseentwicklung im friihen
préfibrotischen Stadium der PMF im Gegensatz zu sfgiteren Formen signifikant
gesteigert ist.

Bei keinem Patienten lie3 sich ein wesentlicherkgéng der Myelofibrose ermitteln;

auch nicht unter Therapie mit Busulfan oder Hydramstoff. Dies wirde die
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Annahme unterstitzen, dass es sich bei der Myetsi#oum einen mehr oder weniger
irreversiblen Prozess handelt. Bis jetzt scheint cie Stammzelltransplantation die
einzige Therapie zu sein, die das Potential zurédsgpn der Verfaserung bietet. Der
Ruckgang der Myelofibrose entwickelt sich bei selciPatienten zwischen sechs und
12 Monaten nach Transplantation [39].

Insgesamt unterstitzen unserer Ergbnisse die Ana&imer schrittweisen Entwicklung
und Verlaufes des Krankheisbildes der PMF. Die iStadnterschieden sich nicht nur in
der Quantitat und Qualitat der histoplathologischarénderungen, sondern wie wir
zeigen konnten auch in der Dynamik der Verfaserung.

Unsere morphometrische Methode der Faserbestimnstngn Vergleich zu einer
semiquantitativen Einordnung sehr aufwenig und schwn klinischen Alltag
einsetzbar. Dennoch ist eine standardisierte Messauafgrund ihrer klinischen
Relevanz gerade im klinischen Alltag winschensw2005 wurde ein europaischer
Konsens zur Graduierung des Faser- und des Zeltgehien Knochenmark erarbeitet.
Nun gibt es ein einheitliches semiquantitativest&ys welches eine einfache und

schnelle Graduierung moglich macht.
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4.3  Makrophagenanzahl bei der Primaren Myelofibrose

Unsere Ergebnisse zeigen sich kongruent mit denemeviger Studien [186], wonach
eine erhdhte Anzahl an Makrophagen im Knochenmarkdbr PMF zu finden ist. In
unserer Studie ergab sich eine Zunahme sowohl @sa@tpopulation als auch der
aktivierten (BSA-I+) Subpopulation der Makrophagen.

Uber einen Zusammenhang mit der Frequenz ebemfadisiem MMS entstammenden
Osteoklasten [107, 250][ im Knochenmark wurde speku[186]. Jedoch ist eine
Vermehrung der Osteoklasten, im Gegensatz zu dekrddhagen, nicht in allen
Studien beschrieben.[169].

Ursachlich fur die PMF ist ein Stammzelldefekt, dareiner abnormalen Reifung der
Megakaryozyten mit deutlich verkirzter Lebensdaut erhohtem Zelluntergang fuhrt.
Die gealternten Megakaryozyten mussen in erhohteral3éM durch aktivierte
Makrophagen abgebaut werden. [155]

Im peripheren Blut erkrankter Patienten konntenerhalb megakaryotytdren Zellen
verschiedener Reifungsstufen erhdhte Werte von BGfachgewiesen werden [127].
TGF-3 scheint das Zytokin mit der Schlisselrolledeg PMF zu sein.

Zu den messbar erh6hten Wachstumsfaktoren im Ralemen PMF gehoéren der M-
CSF, II-6 oder PDGF [59, 61, 236]. M-CSF und PDQHrén beide zu einer
Aktivierung der Makrophagen mit Transformation ihagozytotische Makrophagen
[61, 220]. Diese phagozytieren schlieBlich die wenm anfallenden defekten
Mekakaryozyten. Bei dem Abbauvorgang werden aus damagozytierten
Megakaryozyten wiederum Wachstumsfaktoren wir TGH¥Bigesetzt [9, 98].
Aktivierte Zellen des MMS exprimieren ebenso wie WMegakaryozyten TGF-I3 und IL-
1 [157, 158]. Damit liegt die auch Frage nahe, obZAisammenhang zwischen der
Markrophagenanzahl und der Verfaserung besteht.

In unserer Studie ergab sich keine KorrelationMakrophagenanzahl zum Fasergehalt
im Knochenmark. In zwei anderen Untersuchungen wuke&in Zusammenhang
zwischen dem Anstieg von Wachstumsfaktoren und @ead der Myelofibrose oder
der myeloischen Metaplasie [61, 127, 220] festdiestes muss jedoch festgehalten
werden, dass eine fehlende Korrelation in den Wotdungen eine mogliche
Einflussnahme dieser Zelllinie und der Wachtumsfedt auf die Genese der
Myelofibrose nicht ausschliel3t. Es gibt eine Studike zeigte, dass es ohne
funktionstichtige Monozyten und Makrophagen zu &eifibrotischen Veranderungen

im Knochenmark kommt[51]. Neuere Untersuchungensaneaber nach, dass es zur
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Entwicklung einer Myelofibrose keiner komplett fuignierender Monozyten/
Makrophagen bedarf und unterstitzen damit eher @ehlUsselrolle der
Megakaryozytenlinine im Rahmen der Faserentste[RB4.

TGF{3 ist nicht nur ein Faktor mit fibrinogener Potersgndern nimmt auch auf
zahlreiche Zellen des Knochenmarks meist suppresdiinfluss. Nun kénnen durch
eine verminderte TGB-Rezeptorbildung CD34Vorlauferzellen dieser negativen
Regulation entgehen. Dies bietet eine Erklarung fdie Expansion der
Makrophagenpopulation [116].

Desweiteren ist TGF-I3 in die Aktivierung von ECM-Mhkilen involviert. Dadurch
ergibt sich ein weiterer Mechanismus, der zu efidd@ivierung und damit auch zu einer
Einflussnahme des MMS im Rahmen einer PMF fihramié Es wird angenommen,
dass z. B. Hyalurolsdure als ECM-Protein mit CD&4#eragiert und dadurch das
Monozyten-Makrophagen-System stimuliert [156].

Die biologische Rolle und pathologische Bedeutueg Makrophagenhyperplasie bei
der PMF, insbesondere in Hinblick auf die zytokimtelte Wirkung extrazellularer
Matrixmolekule, noch nicht endgultig geklart uncettet weiterhin interessante Ansatze

in der Klarung der Entstehung einer Myelofibrose .
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit basiert auf der histomorpletnischen Untersuchung von
Beckenkammbiopsien bei 79 Fallen mit gesichertén&er Myelofibrose (PMF). 60
Patienten zeigten eine manifeste PMF, wéahrend i@i&tteilnehmer sich noch im
initialen, prafibrotischen Stadium befanden. Witassten jeweils den Fasergehalt, die
Anzahl der Makrophagen und deren aktivierte Subladion im Verlauf mehrerer
Biopsien.

Die Fasern wurden mittels Silberimpragnation nacdm@ri gefarbt und anschlie3end
ihr Gehalt im Knochenmark computergestitzt morphoswh gemessen. Mit dem
Myelofibrose-Progressions-Index (MPI) ermittelteir @ie Zunahme der Myelofibrose
pro Monat und damit die Dynamik der Faserentwicglun

Die Makrophagen und ihre aktivierte Subpopulatiaurden immunhistochemisch mit
Antikérpern gegen CD68 (gesamte Makrophagenpopuptbzw. BSA-I (aktivierte
Subpopulation) dargestellt. Dann erfolgte jeweilseemorphometrische Messung der
Makrophagenanzahl pro Haematopoeseflache.

Wir fanden bei Patienten mit initialer, prafibrafier PMF einen signifikant hoheren
MPI1 und damit eine schnellere Progression der My@loseentwicklung.

Die morphometrischen Untersuchungen zeigten bePd&f mehr Makrophagen als in
der Kontrollgruppe. Dies galt sowohl fir die Gesaopulation als auch fir die
aktivierte Subpopulation der Makrophagen und watbiné@ndig vom Krankheitsstadium

der PMF. Eine Korrelation zur Faserdichte war nicdthweisbar.

Zusammenfassend festigen unserer Ergebnisse dieahArn eines schrittweisen

Verlaufes des Krankheitsbildes der PMF. Die Stadirterscheiden sich nicht nur in

der Quantitat und Qualitat der histopathologiscWierénderungen, sondern auch in der
Dynamik der Verfaserung. Dabei liegt eine schnellerogression der Verfaserung im
frihen prafibrotischen Stadium vor.

Die Vermehrung der Makrophagen inklusive ihrer \aktien Subpopulation, zeigt

keine Assoziation zu den verschiedenen Krankhedsst oder dem Grad der

Myelofibrose. Wir konnten damit keine Einflussnahaieser Zellen im Rahmen der

Fibrogenese aufdecken.
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