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1 Einleitung 
 

Als Myelofibrose (MF) bezeichnet man im Allgemeinen die Zunahme der Fasern im 

Knochenmark. Zu dieser Verfaserung kommt es im Rahmen verschiedener 

Krankheitsbilder. Es ergeben sich je nach Ursprung Unterschiede der Qualität 

(retikuline und kollagene Fasern), der Quantität und dem Grad der Progression der 

Myelofibrose. Ursachen für die MF können reaktiv (autoimmunbedingt, toxisch), 

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

neoplastisch bedingt sein. Die MF ist hierbei stets eine begleitende Reaktion der 

Knochenmarksfibroblasten auf eine andere zugrunde liegende Störung. Die Fibrogenese 

wird dabei zytokinvermittelt induziert. 

Die Primäre Myelofibrose (PMF) ist, anders als die Bezeichnung „primär“ vermuten 

läßt, eine neoplastische Knochenmarkserkrankung mit ebenso induzierter MF. Sie wird 

in der neuen WHO-Klassifikation 2008 für myeloische Neoplasien in die Gruppe der 

myeloproliferativen Neoplasien (MPN), zu denen unter anderen die chronische 

myeloische Leukämie (CML), die essentielle Thrombozythämie (ET) und die 

Polyzythämia vera rubra (PV) gehören, eingeordnet. In den früheren Klassifikationen 

wurde diese Gruppe als chronische myeloproliferative Erkrankungen (CMPD) 

bezeichnet, die PMF als idiopathische Myelofibrose (IMF).  

Einzelne Mitglieder der Gruppe der MPNs können gerade in den Anfangsstadien der 

Erkrankung auch mit einer MF einhergehen und zeigen damit ähnliche klinische 

Befunde, was deren Differenzierung erschwert. Bereits Dameshek wies auf die 

Möglichkeit der Übergänge zwischen den einzelnen Formen der MPN hin [37] und 

damit auf die Probleme, die verschiedenen Krankheitsbilder klar voneinander zu 

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

berichtet über etwa ein Sechstel seiner PV Patienten, die myelofibrotische 

Veränderungen entwickelten und bezeichnete diese als postpolyzythämische myeloische 

Metaplasie [173]. Es besteht aber kein Zweifel an der Eigenständigkeit der PMF im 

Rahmen der MPN.  

Die ersten PMF-Fälle wurden 1879 von Heuck erwähnt, der von zwei Leukämie-

Patienten mit sklerotischen Veränderungen am Knochen und extramedullärer 

Blutbildung berichtete [80]. Seitdem wurden über 30 verschiedene Bezeichnungen in 

der Literatur verwendet. Begriffe wie ”agnogenische myeloische Metaplasie”, 

”Myelofibrose”, ”Osteomyelofibrose”, ”osteosklerotische Anämie”, ”osteosklerotische 
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Leukämie”, ”myeloische splenale Anämie”, ”megakaryozytäre Splenomegalie”, 

”Myelofibrose mit myeloischer Metaplasie” oder ”chronische megakaryozytäre 

granulozytäre Myelose” spiegeln die Vielfalt der Synonyme wieder [54, 58, 121, 180, 

229].  

Die PMF gilt als myeloproliferative Erkrankung mit Verfaserung bzw. im 

fortgeschrittenen Stadium Sklerosierung des Knochenmarks [1, 229]. Es liegt ursächlich 

ein klonaler Stammzelldefekt vor. Fibrosierung und Sklerose entstehen sekundär. Es 

ließ sich nachweisen, dass die Fibroblasten polyklonal sind und damit nicht direkt mit 

dem klonalen Stammzelldefekt in Verbindung stehen [62, 84, 237]. Im Gegensatz zu 

den anderen MPN tritt bei der PMF die Verfaserung obligat auf.  

Auf die genauen Diagnosekriterien und die Abgrenzung zu den anderen 

Krankheitsbildern wird später genauer eingegangen. Die Differenzierung ist von großer 

Bedeutung, weil die Prognosen sich erheblich unterscheiden und die Patienten anderen 

Therapien zugeführt werden. Die Prognose der PMF ist im Vergleich zu der der anderen 

MPN eher schlecht [32, 168]. Es besteht generell eine Reduktion der Lebenserwartung 

[109, 232]und die mittlere Überlebenszeit beträgt etwa 9,3 – 11,9 Jahre [110]. 

Die PMF-Patienten können verschiedenen Risikogruppen mit deutlich anderer Prognose 

zugeordnet werden. Die Patienten mit dem geringsten Risiko zeichnen sich durch 

jüngeres Alter, nur geringe Anämie und normale Leukozytenwerte aus. Patienten dieser 

Gruppe haben eine mehr als achtfach höhere Lebenserwartung als diejenigen der 

Hochrisikogruppe (Alter > 70J. Thrombozyten < 300 x 109/l bzw. Thrombozyten > 300 

x 109/l und gleichzeitig Leukozyten > 20 x 109/l).  

Die Behandlung verläuft je nach Stadium der Erkrankung verschieden. In frühen Stadien 

ohne Fibrose und guten Prognosefaktoren wird zunächst nur beobachtet, während in 

klassischen Fällen mit schlechten Prognosefaktoren auch Stammzelltransplantationen 

(SCT) vorgenommen werden [138].  

Nach allogenen SCT entwickeln relativ viele PMF-Patienten eine ausgeprägte ”graft 

versus host disease” (GVHD), welches an dem relativ hohem Alter der Patienten zu 

liegen scheint [67]. Nachweislich ist der am meisten signifikante Prognosefaktor im 

Rahmen einer allogenen SCT das Alter der Patienten. So sank in einer Studie die 

Überlebensraten von 62% bei Patienten unter 45 Jahren auf 14% bei Patienten über 45 

Jahre [68]. Daher scheint es sinnvoll, diese Behandlung vergleichsweise jungen 

Patienten mit einer schlechten Prognose und geeigneten Spendern zukommen zu lassen 

[31, 43, 180]. Neuere klinische Studien untersuchen die Möglichkeit einer allogenen 
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SCT mit dosisreduzierter Chemotherapie ohne Knochenmarksablation [106, 167]. Auch 

diese Therapie ist durchaus wirksam und erscheint eine Option insbesondere für ältere 

Patienten zu sein.  

Auch autologe Stammzelltransplantationen werden, unter der Vorstellung den 

Entwicklungsprozess von Fibrose und myeloischer Metaplasie bis zum erneuten 

Ausbruch der Erkrankung zu unterbrechen, durchgeführt [5]. Es zeigt sich bei vielen 

Patienten eine klinische Antwort durch Verminderung der Symptome wie Reduktion der 

Milzgröße, Regression der Knochenmarksfibrosierung oder durch Bedarf weniger 

Erythrozyten-Tranfusionen. Eine dauerhaft Heilung durch eine autologe 

Stammzelltransplantation erscheint aber eher unwahrscheinlich [105].  

Bei massiver Splenomegalie mit rezidivierenden Infarkten, vermehrten Transfusionen, 

die durch das Hyperspleniesyndrom bedingt sind, Milzruptur und portaler Hypertension 

kann die Splenektomie erforderlich sein [14]. Bestrahlung wird vor allem bei 

peritonealer, pleuraler und zentral nervöser Metaplasie eingesetzt [119]. Sie stellt aber 

keine wirkliche Alternative zur Splenektomie dar, da es häufig  zu Panzytopenien 

kommt und insgesamt die Mortalität bei 13% liegt [45]. 

Zu medikamentöser Behandlung der Zytopenie stehen mehrere Substanzen zur 

Verfügung. Zur Behandlung der Anämie wird zum Beispiel Erythropoetin (EPO) 

eingesetzt. EPO scheint aber nur bei den Patienten mit Anämie und erniedrigten EPO-

Konzentrationen zur Verlängerung der Transfusionsintervalle zu führen [30]. Auch eine 

Androgentherapie hat sich in der Behandlung der Anämie bewährt [18]. Am meisten 

scheinen bei dieser Therapie die Patienten mit einer noch nicht tranfusionspflichtigen 

Anämie zu profitieren [29]. Etanercept ist ein Antagonist des TNF-α, welcher im 

Rahmen der PMF mit der Zytopenie in Verbindung gebracht wird. In 20% der Fälle 

ergab sich unter einer Therapie mit Etanercept eine Reduktion der Anämie bzw. der 

Splenomegalie [177]. 

Ein anderer Ansatz ist die Suppression der Myeloproliferation. Hydroxyharnstoff ist das 

am meisten eingesetzte Chemotherapeutikum. Es reduziert unspezifisch die 

Myeloproliferation. Klinisch führt es zur Reduktion der Splenomegalie, der Leukozyten- 

und Plättchenzahl und in einigen Fällen auch zum Anstieg des Hämoglobins [122]. Es 

kann aber auch zu einer Zunahme einer Anämie führen und sollte dann mit einer EPO-

Therapie kombiniert werden. Vitamin D-Analoga zeigen hemmende Eigenschaften auf 

die klonale Proliferation und die Kollagenbildung der Fibroblasten [38]. Sie haben die 

an sie gesetzten Erwartungen aber nicht erfüllt, da die Fibrosierung unter Therapie keine 
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Veränderungen aufzeigt [13]. Eine Therapie mit α-Interferon kann bei CML und PV zur 

Remission und in der PMF zur Unterdrückung der pluripotenten und linienspezifische 

Vorläuferzellen führen [28]. Außerdem wirkt es als Antagonist zu PDGF (platelet 

derived growth factor) und unterdrückt die unreifen Fibroblasten in Knochenmark. Die 

Ergebnisse der Behandlung bei PMF sind aber enttäuschend [79, 182].  

Thalidomid ist durch Hemmung von Zytokinen immunmodulatorisch wirksam und 

erreicht damit eine positive Wirkung auf die Anämie, Thrombozytopenie und 

Splenomegalie [15]. Pirfenidon ist ein Inhibitor von PDGF, TNF-α und TGF-β und 

wurde in einer prospektiven Studie getestet. Es ergab sich keine signifikante 

Verbesserung der klinischen Symptome der PMF [136]. 

Ein neuer therapeutischer Ansatz ergibt sich durch die Entdeckung der Jak2-Mutation 

(siehe Kapitel  1.3) bei 50% PMF-Patienten. Es werden schon mehrere Substanzen 

getestet. Es liegen aber noch keine klinischen Studien vor. 
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1.1 Allgemeine Anmerkungen zum Monozyten-Makrophagen-System (MMS) 
im Knochenmark 

1.1.1 Differenzierungsschritte des Monozyten-Makrophagen-Systems 

Aschoff beschrieb 1924 das ”retikulo-endotheliale System”, zu dem er die histiozytären 

Retikulumzellen und bestimmte Gefäßwandzellen (z.B. Kupffer-Sternzellen der Leber) 

rechnete. Er hielt diese phagozytierenden Zellen für spezielle Endothelzellen. Später 

stellte sich heraus, dass es sich um perivaskuläre Makrophagen handelt. So ist der 

Begriff des ”retikulo-endothelialen Systems” nicht mehr korrekt.  

Heute spricht man vom Monozyten-Makrophagen-System und versteht darunter 

Promyelozyten und ihre Vorläuferzellen im Knochenmark, die Monozyten des Blutes 

und die gewebsständigen Makrophagen [227]. Alle diese Zellen haben als gemeinsamen 

Ursprung CD34+ Stammzellen im Knochenmark, welche unter Anwesenheit von GM-

CSF (granulocyte macrophage colony stimulating factor) und M-CSF (monocyte colony 

stimulating factor) zu Monozyten ausdifferenzieren. Im Gewebe reifen diese zu 

Makrophagen aus. Die CSF-Glykoproteinhormone werden von Lymphozyten und 

Fibroblasten sezerniert [66].  

Als erste histologisch identifizierbare Vorläuferzelle entwickelt sich über die in ihren 

Differenzierungsmöglichkeiten bereits eingeschränkten myeloischen Vorläuferzelle 

CFU-GM (colony forming unit granulocyte macrophage), der Monoblast. Er ist im 

Durchschnitt 10-12 µm groß und hat ein basophiles Zytoplasma, welches leicht 

granuliert ist. Die weitere Entwicklung führt zu Promyelozyten, großen Zellen (bis zu 18 

µm Durchmesser) mit basophilem Zytoplasma und einem großen, seitlich eingestülpten 

Kern. Das Chromatin ist aufgelockert und die Nukleoli sind deutlich sichtbar. Van Furth 

wies nach, dass aus einem Monoblasten zwei Promyelozyten entstehen, jeder von diesen 

entwickelt sich zu weiteren zwei Monozyten. Vier dieser Zellen gehen also aus einem 

Monoblasten hervor [224]. Monozyten haben nach der Reifung kein 

Proliferationspotential mehr. Die Zeit, die der Reifungsvorgang vom ersten 

monozytären Vorläufer bis zum reifen Monozyten in Anspruch nimmt, wird auf 6 Tage 

geschätzt [62, 66]. Im Zytoplasma der noch im Knochenmark gespeicherten Monozyten 

kommt viel RER (Rauhes Endoplasmatisches Retikulum) und ein großer Golgi-Apparat 

vor, der dichte Granula bildet. Hierbei handelt es sich um primäre Lysosomen, die als 

zarte azurophile Granula in Erscheinung treten. Innerhalb von 24 Stunden nach der 
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Reifung verlassen die Monozyten das Knochenmark und gelangen in das periphere Blut 

und damit in den Blutkreislauf.  

In Abhängigkeit von lokalen Reizen wandern die Blutmonozyten in das umgebende 

Gewebe ein und differenzieren sich zu Makrophagen. Die Anzahl der Lysosomen und 

Mitochondrien nimmt zu, und je nach Art des Gewebes erhält der Makrophage eine 

bestimmte Morphologie und Funktion. Auf diese Weise entstehen z.B. in der Leber 

Kupffer-Stern-Zellen, in der Lunge die Alveolarmakrophagen, im Knochen die 

Osteoklasten und nicht zuletzt die Makrophagen in den lymphatischen Organen 

(Knochenmark, Milz, Leber und Lymphknoten). Wie Monozyten haben Makrophagen 

keine Proliferationskapazität und können das Gewebe nicht mehr verlassen [224, 226]. 

Als gewebsständiger Histiozyt hat diese Zelle eine Überlebenszeit von mehreren 

Monaten, während die Halbwertszeit im Blut nur etwa drei Tage beträgt. Da 

Makrophagen unter physiologischen Bedingungen weder DNS synthetisieren noch 

mitotisch aktiv sind, erfolgt eine Erneuerung ihrer Population nur durch Zuwanderung 

von Monozyten aus dem peripheren Blut [225]. 

1.1.2 Aufgaben des Monozyten-Makrophagen-Systems 

Alle Zellen des Monozyten-Makrophagen-Systems gehören einem physiologischen 

System an, welches im menschlichen Körper verschiedene Aufgaben übernimmt. Zu 

diesen Aufgaben gehört zum Beispiel die Wundheilung, Fibrosebildung, Tumorabwehr, 

der Abbau von überalterten Erythrozyten und anderen hämatopoetischen Zellen in der 

Milz, die Erhaltung der Homöostase im Blut und die Vermittlung von 

Entzündungsreaktionen. Zu diesem Zweck verfügt der Makrophage neben seiner 

Fähigkeit zur Diapedese und Phagozytose über vielfältige Reaktionsmechanismen als 

Antwort auf immunmodulatorische Stimuli. Dazu gehören Eigenschaften wie 

Chemotaxis, Adhäsion, Zytotoxizität, Antigenpräsentation und die Produktion von 

Zytokinen [165]. Bei Entzündungen steigert das Knochenmark die Bildung von 

Monozyten, deren Freisetzung in das Blut und die Extravasation in das entzündete 

Gewebe. Monozyten wandern selektiv in den Entzündungsfokus ein. Dies ist die Folge 

der lokalen Stimulation durch Zytokine wie M-CSF, GM-CSF, MCP-1 (monocyte 

chemoattractant protein-1), TNF (Tumornekrosefaktor) oder TGF-β (transforming 

growth factor-β). Insbesondere MCP-1 besitzt ein hohes Potential zur Induktion der 

Monozyteninfiltration [247]. Die unterschiedlichen Eigenschaften der Monozyten 

werden nicht alle von jeder einzelnen Zelle wahrgenommen sondern unterliegen in ihrer 
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Ausprägung einer beträchtlichen Variabilität. Die funktionelle Heterogenität der 

Makrophagen ist durch ihren Differenzierungs- und Aktivitätsgrad bedingt [242].  

1.1.3 Aktivierte Makrophagen 

Die Differenzierung beschreitet den oben beschriebenen Entwicklungsprozeß, der durch 

Wachstumsfaktoren gesteuert wird und irreversibel ist [139]. Die Aktivierung jedoch ist 

reversibel und beruht auf qualitativen und quantitativen Veränderungen in der 

Expression von Botenstoffen, die den Makrophagen befähigen, seine Funktionen 

schneller und effektiver auszuführen [88]. So wird die Präsentation von Antigenen 

angeregt, die zytolytischen und zytotoxischen Eigenschaften zur Vernichtung von 

Keimen oder Tumorzellen erworben und größere Mengen an Entzündungsmediatoren 

und reaktiven Sauerstoffprodukten gebildet und freigesetzt. Die aktivierte Zelle ist 

größer, zeigt eine verstärkte Riffelung der Basalmembran, vermehrte 

Pseudopodienentwicklung, eine erhöhte Anzahl der zur Pinozytose befähigten Vesikel 

und hat einen wesentlich höheren Sauerstoffverbrauch als ruhende Makrophagen [89]. 

Dieses Konzept des ”aktivierten Makrophagen” beruht außerdem auf der Beobachtung, 

dass Makrophagen, die fakultativ pathogene Keime bekämpft haben, auch eine Vielzahl 

anderer Mikroorganismen besser abwehren können [145]. 

Die wichtigste Rolle der Makrophagen in der unspezifischen Immunabwehr liegt in der 

Zerstörung von Mikroorganismen und entstandenen Tumorzellen [143]. Die 

unspezifischen Mechanismen sind im Gegensatz zum spezifischen System bereits bei 

der Geburt voll ausgeprägt [92]. Zu dem zellulären unspezifischen System gehören 

neben den Makrophagen die Granulozyten sowie die natürlichen Killerzellen (NK-

Zellen). Zu den humoralen Komponenten dieses Systems zählen u.a. das Lysozym, das 

C-reaktive Protein und die Interferone. Lysozym wird von Phagozyten (Makrophagen 

und neutrophilen Granulozyten) abgegeben und ist ein Enzym, das Polysaccharide von 

Bakterienwänden hydrolysiert, so dass diese von neutralen Proteasen weiter abgebaut 

werden können. Das C-reaktive Protein hat seinen Namen von seiner Funktion: es 

präzipitiert das C-Polysaccharid von Pneumokokken, bindet aber auch an 

Oberflächenstrukturen vieler anderer Bakterien und Pilze und kennzeichnet diese für das 

Komplementsystem und die Phagozyten. Durch die Anlage von Komplement wird die 

Phagozytose erleichtert, so erfolgt zum Beispiel die Aufnahme von mit Fc oder C3 

opsonierten Partikel besonders rasch. Zu diesem Zweck besitzen Makrophagen auf ihrer 

Zelloberfläche spezifische Bindungsstellen für C3a und C5a sowie für das Fc-Fragment 
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von Immunglobulin G. Außerdem sezernieren Makrophagen selber 

Komplementfaktoren zur Opsonierung oder direkten Lyse geeigneter Ziele. Für die 

Verdauung aufgenommener Objekte steht eine Vielzahl von intrazellulären Enzymen 

zur Verfügung, durch diese werden intra- und extrazelluläre Bakterien, Parasiten und 

Pilze vernichtet.  

Interferone sind Glykoproteine, die von virusinfizierten Zellen gebildet werden und die 

Virusausbreitung hemmen. Man unterscheidet drei Familien von Interferonen: α-

Interferon (Leukozyten-IFN), β-Interferon (Fibroblasten-IFN) und γ-Interferon (Immun-

IFN). Virale Infektionen werden vom Monozyten-Makrophagen-System mittels α-IFN 

bekämpft [50], welches die Virusreplikation hemmt, die lytische Funktionen der 

natürlichen Killerzellen aktiviert und die Expression von MHC-Molekülen (major 

histocompatibility complex) moduliert. Da CD4+ zytotoxischen T-Zellen, die für die 

Viruselimination zuständig sind, nur jene Antigene erkennen, die an MHC-Moleküle 

gebunden sind, erfolgt die Effektorphase nach α-IFN Einwirkung wesentlich schneller 

[83]. Immun-Interferon wird u.a. von aktivierten T-Lymphozyten gebildet und ist ein 

wesentlicher humoraler Faktor bei der Vermittlung von Immunantworten. Somit zählt 

dieses Interferon zu den Vermittlern zum spezifischen Abwehrsystem. 

1.1.4 Zelluläre Interaktion der Makrophagen 

Die Makrophagen sind durch ihre vielfältigen Interaktionen mit B- und T-Lymphozyten 

in die Entwicklung dieses spezifischen Systems eingebunden, welches auf erworbener 

Immunität beruht. Die Effektorzellen dieses Systems sind die Lymphozyten. Sie 

erkennen Fremdantigene und bilden als Plasmazellen gegen diese Antikörper. Ein 

Antikörper erfüllt zwei Funktionen: er neutralisiert mit hoher Spezifität Antigene und 

aktiviert das unspezifische Immunsystem. Darüber hinaus ist er in der Lage, durch seine 

Gedächtnisfunktion Antigene in Erinnerung zu behalten. Das spezifische Immunsystem 

erkennt nicht nur Fremdantigene, die von außen in den Körper eingedrungen sind, 

sondern auch solche, die im Körper selber entstehen. Das letztere kann bei Neoplasien 

oder Autoimmunerkrankungen der Fall sein.  

Die Hauptaufgabe der Makrophagen liegt hier im Aufspüren von Antigenen, deren 

Aufnahme und Verarbeitung zu einem löslichen Antigen, welches den T-Zellen in 

geeigneter Form präsentiert wird [222]. Darüber hinaus sezernieren Makrophagen 

verschiedene Faktoren, die eine B-Zellproliferation und Antikörperproduktion 

stimulieren. Die wichtigsten Mediatoren dieser Art sind Interleukin-1 und-6 (IL-1 und 
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IL-6). T-Lymphozyten setzen γ-Interferon (Immun-IFN) und GM-CSF frei, welches zur 

oben erwähnten Aktivierung der Makrophagen führt. Die Expression von MHC-

Molekülen wird angeregt und damit die Fähigkeit zur Antigenpräsentation erworben 

[93]. Es kommt auch zur vermehrten Synthese der Monokine TNF-α (Tumor-Nekrose-

Faktor) und IL-1 [25]. Diese Mediatoren sind die wirksamsten pro-inflammatorischen 

Substanzen des Körpers. Es kommt zum Anlocken von neutrophilen Granulozyten, T-

Zellen und weiterer Phagozyten an den Ort der Entzündung und zur verstärkten 

Infektabwehr des Organismus mit Entwicklung des pyogenen Fiebers, Bildung von 

akute Phase Proteinen und Prostaglandinen, die eine Entzündungsreaktion triggern. 

Gemeinsam mit den von Makrophagen ausgeschütteten Faktoren TGF-β (transforming 

growth factor) und PDGF (platelet derived growth factor) unterstützen sie die 

Fibroblastenproliferation bei Entzündungen oder der Wundheilung.  

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

Das Monozyten-Makrophagen-System steht mit mehreren Erkrankungen in Verbindung. 

So ist zum Beispiel beim Diabetes mellitus die Migration und beim systemischen Lupus 

erythematodes die Phagozytose verringert.  

Im Falle der CML finden sich die sogenannten ”Pseudo-Gaucher-Zellen” und 

”Seeblaue-Histiozyten”. Bereits 1966 erwähnte Albrecht das Vorhandensein dieser 

Makrophagen bei der CML. Die ”Pseudo-Gaucher-Zellen” sind 20-80 µm große Zellen 

mit einem blaßblauen, gestreiften Zytoplasma und einem kleinen, exzentrisch gelegenen 

Kern [3]. Sie sind von großer Bedeutung, da ihre Anwesenheit anscheinend mit einer 

guten Prognose vergesellschaftet ist [4, 108, 214]. Dies ist auf die gesteigerte 

phagozytotische Aktivität der Pseudo-Gaucher-Zellen zurückzuführen, durch die es zu 

einer Reduktion der leukämischen Zellmasse im Knochenmark kommt [95]. Die 

Frequenz diese Makrophagenpopulation ist umstritten, und die Angaben reichen von 20-

70%, wobei chemotherapeutisch behandelte Patienten größere Mengen der Zellen 

aufweisen [95, 189, 200].  

“Seeblaue-Histiozyten” zeichnen sich durch kleine, runde Granula mit einem 

Durchmesser von 1-3 µm aus [78]. Ihre spezifische Bedeutung bei der CML ist noch 

weitgehend unbekannt [56]. 

Betrachtet man die PV hinsichtlich des Monozyten-Makrophagen-Systems, so fällt auf, 

dass man in der Regel mit der Berliner-Blau-Reaktion keine hämosiderinspeichernden 
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Makrophagen im Knochenmark nachweisen kann [46]. Nach Einführung der 

Immunfärbung mit Hilfe des monoklonalen Antikörpers PG-M1 [47], der zu der Gruppe 

der CD68-Antikörper gehört und nicht mit Granulozyten und ihren Vorläuferzellen 

reagiert, zeigt sich, dass eine erhebliche Differenz zwischen den beiden Färbemethoden 

besteht. Im normalen Knochenmark zeigen nur etwa 50% der Makrophagen 

Eisenablagerungen und sind somit mit der Berliner-Blau-Reaktion anfärbbar. Mit PG-

M1 dagegen kann die Gesamtheit der Makrophagen erfasst werden. Anhand von 

immunmorphometrischen Studien an Stanzbiopsien konnte gezeigt werden, dass im 

normalen Knochenmark 30±12 Makrophagen pro mm2 vorkommen [186].  

Bei der PMF zeigt sich eine beträchtliche Zunahme der Makrophagenanzahl auf 74±12 

mm2. Auch die Anzahl der Osteoklasten ist in den fortgeschrittenen Stadien gesteigert 

[191]. Der Knochenumbau im fibro-osteosklerotischem Stadium der PMF ist im engen 

Zusammenhang mit den Osteoklasten zu sehen. Der Osteoklast ist 30-100 µm groß, 

mehrkernig und baut auf enzymatischem Wege den Knochen ab. Seinen Ursprung hat er 

im Monozyten-Makrophagen-System. Er entwickelt sich innerhalb von drei Tagen nach 

M-CSF-Einwirkung aus einer unreifen Vorstufe dieser Zellgruppe. Zudem benötigt er 

zu seiner Differenzierung die Anwesenheit von Knochenmark [221]. 

1.1.6 Funktionelle Beziehungen zur Erythropoese 

Während der Embryonal- und Fetalzeit erfolgt die Blutbildung an verschiedenen Orten. 

Einige sind nur temporär in Benutzung. Es werden drei verschiedene Phasen 

unterschieden: die megaloblastische (prähepatische), die hepatolienale und die 

medulläre (definitive) Phase, die ab dem 5. Fetalmonat einsetzt. Das Knochenmark ist 

das einzige Gewebe im menschlichen Körper, das zu einer andauernden Produktion von 

Blutzellen in der Lage ist. Auch in anderen Geweben kann man hämatopoetische 

Vorläuferzellen nachweisen, doch findet dort unter physiologischen Bedingungen keine 

Ausreifung in die verschiedenen Blutzellreihen statt. Experimentelle und klinische 

Studien anhand von Knochenmarkstransplantationen bestätigen diese Beobachtung [89].  

Im Knochenmark werden täglich 2,5 Milliarden rote Blutkörperchen, 1 Milliarde 

Granulozyten und 2,5 Milliarden Plättchen pro kg Körpergewicht produziert. Die 

normale Blutbildung findet extravasal satt. Die wachsenden Vorläuferzellen werden in 

den sinusoidalen Räumen vom Knochenmarksstroma, welches aus Endothelzellen, 

Fibroblasten, Fettzellen und Makrophagen gebildet wird, umgeben. Die Zellen des 

Stromas schaffen ein geeignetes Mikromilieu für die Hämatopoese, indem sie die 
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extrazelluläre Matrix bilden, verschiedene Zytokine ausschütten und durch 

Adhäsionsmoleküle mit den Vorläuferzellen in Kontakt stehen [176]. Neu gebildete 

Blutzellen treten schließlich aus den extravaskulären Sinusoiden in das venöse System 

und damit in den Körperkreislauf ein. 

Zu den hämatopoetischen Wachstumsfaktoren gehören die CSF-Glykoproteine, 

Interleukine (IL), Erythropoetin (EPO) und andere Glykopeptide. Man unterscheidet 

zwei Gruppen von Wachstumsfaktoren: multifunktionelle, die die Entwicklung von 

verschiedenen Zellreihen beeinflussen, und linienspezifische mit einen schmaleren 

Spektrum und einer nur auf diese Zellreihe beschränkten Wirksamkeit. Zur ersten 

Gruppe gehören IL-3 (multi-CSF) und GM-CSF, während G-CSF und EPO 

linienspezifisch sind. EPO ist verantwortlich für die Reifung der roten Blutkörperchen. 

Es wird hauptsächlich in der Niere produziert und erreicht das Knochenmark über die 

Blutbahn. Die Ausschüttung wird über den Sauerstoffbedarf des Körpers reguliert, 

welcher von sensorischen Zellen der Niere gemessen wird. Das Protein EPO stimuliert 

verschiedene Mechanismen wie zum Beispiel die Eisenaufnahme, Synthese von Globin, 

Häm und anderen Strukturproteinen. Der letzte Schritt der Reifung zum Retikulozyten 

ist EPO-abhängig, ebenso die Freisetzung dieser Zellen aus dem Knochenmark [40, 

166]. EPO-Rezeptoren sind auf Proerythroblasten sehr zahlreich und verringern sich im 

Laufe der Entwicklung bis sie beim Retikulozyten nicht mehr vorhanden sind [149]. Die 

Erythropoese ist eng mit dem Vorhandensein von Makrophagen verknüpft. Es ist schon 

lange bekannt, dass Makrophagen in den erythroblastischen Inseln (EI) einen festen 

Platz einnehmen. Es wurde angenommen, dass sie als ”Ammenzellen” fungieren [20]. 

In der Gegenwart von EPO heften sich die Vorläuferzellen an die Makrophagen und 

durch den Makrophagen-Erythroblasten-Kontakt werden sie zur Proliferation und 

Reifung bis zum kernlosen Retikulozyten angeregt [71]. Diese enge Beziehung ließ sich 

erst vor kurzem auch bei der Neu- bzw. Wiederentstehung von EIs nach allogenen 

Knochenmarkstransplantationen bei Patienten mit CML sehen. Man konnte eine 

Korrelation zwischen der Anzahl von aktivierten BSA-I+ Makrophagen und der Menge 

der erythropoetischen Vorläuferzellen nachweisen. Der enge Kontakt galt nicht nur für 

die CD68+ Makrophagen, sondern auch für Pseudo-Gaucher-Zellen, die besonders in 

den ersten zwei Monaten nach Transplantation wieder auftraten [195]. Dies konnte in 

verschiedenen Studien an Mäusen mit Defekt der Granulozyten und Makrophagen oder 

nach Zerstörung der Makrophagenpopulation gezeigt werden. Hohe EPO-

Konzentrationen können die Rolle der Makrophagen ausgleichen [132]. Einige 
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Ergebnisse deuten darauf hin, dass erythropoetische Vorläuferzellen ohne EPO durch 

Apoptose untergehen [101]. Koury et al. entwickelten das Konzept der Regulation des 

programmierten Zelltodes durch EPO [102]. So unterliegen bei niedriger EPO-

Konzentration die meisten Vorläuferzellen der Apoptose, während bei hoher 

Konzentration die Zellen überleben und sich weiter zu Erythrozyten differenzieren. 

Andere Studien zeigen, dass auch das lokale Mikromilieu eine entscheidende Rolle 

spielt. Es wird ein Zusammenspiel von Makrophagen und EPO angenommen. 

Makrophagen verhindern die Apoptose bei geringen EPO-Konzentrationen durch 

adhäsive Interaktionen und/oder durch lokale EPO-Produktion. Bei Mäusen konnte die 

EPO-Bildung von Knochenmarks-Makrophagen nachgewiesen werden [233].  

Makrophagen regulieren die Erythropoese durch Ausschüttung verschiedener Zytokine 

wie IL-1, TNF-α, IL-6, IL-12, M-CSF, GM-CSF und TGF-β. Inhibitorische Zytokine 

wie IL-1, TNF-α und TGF-β werden bei Entzündungen vermehrt gebildet [86] und 

könnten so zur Infektanämie beitragen. Außerdem hemmen sie zusätzlich die EPO-

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

1.2.1 Epidemiologie 

Die  PMF ist eine Erkrankung des mittleren bis höheren Lebensalters mit einem Gipfel 

zwischen dem 6. und 7. Lebensjahrzehnt [174]. Jedoch etwa 20% der Patienten sind bei 

Diagnosestellung jünger als 55 Jahre [31] und es werden auch Fälle bei Kindern 

beschrieben [125]. Die Inzidenz der PMF liegt bei jährlich 0,5 bis 1,3 pro 100.000 

Einwohner [134]. Das Verhältnis von männlichen zu weiblichen Erkrankten liegt bei 

1:1 bis 1:2 [53]. Es finden sich ethnische Unterschiede. So gibt es eine Häufung bei den 

Aschkenasi Juden in nördlichen Israel [33] sowie bei Menschen kaukasischer 

Abstammung [244]. Farbige dagegen erkranken relativ selten [238]. Es wird eine 

familiäre Häufung beschrieben und ein autosomal-rezessives Modell der Vererbung 

entwickelt [21]. In Japan ergab sich eine Vermehrung der PMF-Fälle als Folge der 

radioaktiven Strahlenbelastung nach den Atombombenexplosionen [6, 244]. 

1.2.2 Klinische Befunde 

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung sind bis zu 70% der PMF-Erkrankten 

beschwerdefrei [111, 174, 192, 217]. Daher wird die PMF häufig im Rahmen von 

Routineuntersuchungen entdeckt, in denen klinische und laborchemische Befunde wie 

eine Splenomegalie, eine Anämie oder ein leukoerythroblastisches Blutbild den 

Verdacht auf eine hämatologische Erkrankung lenken.  

Häufig gehen der Diagnose aber unspezifische Krankheitssymptome wie Müdigkeit, 

abdominelle Beschwerden, Gewichtsverlust oder Nachtschweiß voraus. Im Durchschnitt 

dauert diese Phase 2,5 Monate an [111].  

In 25% der von Ward und Block untersuchten Patienten verlief eine Splenomegalie von 

16 cm unterhalb des Rippenbogen asymptomatische [238]. Bei Diagnosestellung einer 

PMF weisen bis zu 100% (68-100%) der Untersuchten eine Splenomegalie auf. Eine 

Vergrößerung der Leber ist in einem geringeren Ausmaß anzutreffen (39-77%) [111, 

217].  

Verständlicherweise führen diese Befunde zu Abdominalbeschwerden, insbesondere, da 

Vergrößerungen der Milz bis zu 5 kg erwähnt werden [53]. Auch die Ausdehnung bis in 

das kleine Becken ist möglich [72]. Schmerzen entstehen durch mechanische 
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Darmmotilitätsstörungen und durch rezidivierende Perisplenitiden infolge von 

Infarzierungen und Thrombosen in der Milz [7, 73, 175]. 

Als Ursache der Vergrößerungen wird die myeloische Metaplasie angenommen, die 

potentiell in fast allen Organen auftreten kann. Man hat hämatopoetische Zellen z.B. in 

Lymphknoten, in der Lunge, im Gastrointestinaltrakt (z.B. Ösophagus), im 

Retroperitonealraum, in der Haut und im ZNS nachweisen können [49, 171]. Dies ist 

eine mögliche Erklärung für die teilweise sehr gering ausgeprägte Splenomegalie. Aber 

die Milz bleibt bei der PMF der wichtigste Ort der myeloischen Metaplasie.  

Die Annahme, dass die myeloische Metaplasie ein Kompensationsmechanismus zu 

Aufrechterhaltung der Blutbildung bei zunehmender Fibrosierung der Markräume im 

Knochenmark ist [245], konnte nicht bestätigt werden, denn die Knochenmarksfibrose 

korreliert nicht mit dem Grad der extramedullären Blutbildung. Sogar im frühen 

zellreichen Stadium der PMF gibt es Fälle mit Splenomegalie [199].  

Die Annahme, dass sich bei der myeloischen Metaplasie die Stammzellen innerhalb der 

Milz ansiedeln [53] wurde ebenfalls nicht bestätigt. Es fanden sich nur die auch im 

peripheren Blut vorkommenden leukoerythroblastischen Zellen [243].  

1987 entwickelten Wolf und Neiman die Filtrationstheorie. Normalerweise verläuft die 

Blutbildung extravaskulär. Bei Patienten mit PMF findet in den erweiterten Sinusoiden 

des Knochenmarks aber intravaskuläre Hämatopoese statt. Die hämatopoetische 

Vorläuferzellen gelangen in die Blutbahn und werden von der Milz herausgefiltert und 

gespeichert. Bei Überschreiten der Phagozytosekapazität resultiert eine autonome 

Hämatopoese in der Milz. Es entsteht die myeloische Metaplasie des Organs [48]. Die 

Filtrationstheorie wird auch durch die hohe Anzahl der Promegakaryoblasten der Milz 

bei der PMF unterstützt [193]. Sie deuten auf eine Verlagerung der medullären, 

zentralen Hämatopoese über den Blutweg in die periphere Milz hin.  

Bis zu 8% der Patienten entwickeln Ösophagusvarizen, Aszites oder eine Kombination 

der beiden Symptome als Ausdruck einer portalen Hypertension [73, 175] Verschiedene 

Ursachen kommen hierfür in Frage: die Splenomegalie führt zu einer vermehrten 

Volumenbelastung [73]; es entsteht eine präsinusoidale Pfortaderthrombose oder ein 

postsinusoidaler Block im Sinne eines Budd-Chiari-Syndroms [53, 114]. Eine weitere 

Möglichkeit ist die Entstehung einer Leberzirrhose als Folge einer Transfusionshepatitis 

[73]. Unabhängig von ihrer Genese führt die portale Hypertension zur Bildung von 

Aszites. Als weiterer Grund zur Aszitesentstehung wird eine intraperitoneale 

myeloische Metaplasie diskutiert [94]. 
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Häufig sind auch kardiovaskuläre Probleme mit einer PMF vergesellschaftet [72]. 

Neben der Anämie und genereller Arteriosklerose sind das erhöhte Plasmavolumen und 

der gesteigerte Grundumsatz weitere mögliche Ursachen für ein ”high output failure”. 

Zusätzlich kann das Perikard durch eine myeloische Metaplasie verändert werden und es 

so zu einer Herzbeuteltamponade mit Herzversagen kommen [70].  

Ein weiteres Symptom, dass die Patienten angeben sind Knochenschmerzen. Sie gelten 

aber eher als Spätsymptom im Zusammenhang mit einer blastischen Transformation 

[53]. 
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1.2.3 Hämatologische Befunde 

1.2.3.1 Erythropoese 

Bei den meisten Patienten mit PMF besteht beim Zeitpunkt der Diagnose eine Anämie 

[72, 248]. Es handelt sich um eine normochrome normozytäre Anämie mit 

Hämoglobinspiegeln um 12 g/dl bei der Frühform und 10 g/dl bei den Spätformen der 

PMF. Sie ist häufig mit einer Anisozytose bzw. Poikilozytose und dem Auftreten der für 

die PMF typischen jedoch nicht obligaten tränentropfenförmigen Erythrozyten 

(Dakryozyten) vergesellschaftet. Deren Ursache wird in der abnormen extramedullären 

und gestörten medullären Hämatopoese angenommen [212, 248].  

In der Regel zeigt sich außerdem ein leukoerythroblastisches Blutbild mit kernhaltigen 

Vorläuferzellen der roten Zellreihe (z.B. Normoblasten, Erythroblasten) sowie 

Myeloblasten und Myelozyten im peripheren Blutbild [151, 217, 218, 248].  

Die Entstehung der Anämie bei der PMF ist sehr komplex und noch nicht vollständig 

aufgeklärt. Als einflussnehmende Faktoren werden Hämodilution, Hämolyse und 

ineffektive Hämatopoese angesehen. Zur Hämodilution soll es durch die Hypervolämie 

als Folge der Splenomegalie kommen. Diese führt zu einer Ausdehnung des 

Plasmavolumens zu Ungunsten des Zellvolumens [144]. Eine verkürze Lebensdauer der 

Erythrozyten wurde in mehreren Studien gezeigt [35, 142, 172]. Die erhöhten 

Enzymaktivitäten der Laktatdehydrogenase (LDH) und der Glukose-6-Phosphat-

Dehydrogenase (G-6-PD) im Serum sprechen für einen vermehrten Erythrozytenabbau 

[199, 248]. Dabei scheint der Abbau in der vergrößerten Milz die wichtigste Ursache zu 

sein [53, 231]. Zusätzlich können auch Faktoren wie Zellabnormitäten zur gesteigerten 

Destruktion beitragen [179]. Bei einer kleinen Anzahl von Patienten wiesen ein 

positiver Coombs Test und erhöhte IgG- und IgM-Konzentrationen im Serum auf eine 

immunhämolytische Anämie hin [75]. 

Ferrokinetische Studien legen eine erythropoetische Hypoplasie als einen weiteren 

Grund für eine Anämie nahe [81]. Auch eine immunhistologische Untersuchung 

unterstützt diese Annahme und spricht außerdem für einen sekundären Folsäuremangel, 

der zu einer verlängerten S-Phase des Zellzyklus führt [216]. 

1.2.3.2 Thrombopoese 

Die Anzahl der Thrombozyten im peripheren Blut ist äußerst variabel. Man findet 

unabhängig vom Krankeitsstadium sowohl exzessiv erhöhte als auch stark erniedrigte 
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Werte. Im Durchschnitt kann man aber sagen, dass eine Thrombozythämie eher in den 

frühen zellreichen Stadien ohne fortgeschrittene Myelofibrose anzutreffen ist [210, 212, 

218, 248]. In diesen frühen Stadien werden Werte von 798 ± 508 x 109/l erreicht und 

scheinen dann mit einer besseren Prognose vergesellschaftet [111, 209]. Nach längerem 

Krankheitsverlauf liegen eher normale oder thrombozytopenische Werte vor. 

Plättchenwerte unter 50 x 109/l treten bei Patienten mit akuter Myelofibrose oder denen 

mit enormer Splenomegalie auf [72]. Neben riesigen Plättchen und Fragmenten von 

Megakaryozyten zeigen sich auch Megakaryoblasten im peripheren Blut bei der PMF, 

die auf eine extramedulläre Bildung hinweisen und so helfen, sekundäre 

Thrombozythämien abzugrenzen [53].  

Bei ultrastrukturellen Untersuchungen fanden sich Abnormitäten der Thrombozyten 

[194]. Ihre Funktion ist bei bis zu 50% der Patienten gestört. Dies führt zu Blutungen, 

aber auch zu thrombotischen Komplikationen [53]. So sind gastrointestinale, 

urogenitale oder gingivale Blutungen, Epistaxis und Petechien bei Patienten nicht selten 

anzutreffen. Zu Thrombosen kommt es seltener, als bei den erhöhten 

Thrombozytenzahlen zu erwarten wäre [96]. Silverstein konnte bei 29% seines 

Patientengutes mit PMF eine verlängerte Blutungszeit nachweisen, der Quick-Wert war 

bei 75% der Erkrankten verändert [172]. Man nimmt eine Verminderung der 

Gerinnungsfaktoren, besonders des Faktor V, als Folge der gestörten Leberfunktion als 

Grund diese Veränderungen an [53, 172]. Als Ursache der im Krankheitsverlauf stärker 

werdenden Thrombozytopenie vermutet man unter anderem die verstärkte Sequestration 

in einer vergrößerten Milz [53], eine verkürzte Lebensdauer der Plättchen [16] und eine 

ungenügende Neubildung im insuffizienten Knochenmark. Auch eine immunologische 

Ursache konnte durch die Entdeckung thrombozytenassoziierter Immunglobuline der 

Klasse IgG und IgM gesichert werden [75]. 

1.2.3.3 Leukozytopoese 

Eine erhebliche Variationsbreite lässt sich hinsichtlich der Leukozytenzahlen während 

der Entwicklung einer PMF beobachten [7, 72, 199, 248]. Zum Zeitpunkt der 

Diagnosestellung findet man häufig eine geringgradige Leukozytose, aber auch normale 

oder verminderte Leukozytenzahlen sind nicht ungewöhnlich [53, 248]. Im 

Krankheitsverlauf nimmt im Gegensatz zum Hämoglobinwert die Zahl der 

Granulozyten meist zu [53]. Es wurden aber auch Fälle mit persistierender Neutropenie 

beschrieben [172].  
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Die myeloische Zellreihe zeigt eine sich im Krankheitsverlauf stärker ausbildende 

Linksverschiebung und im späteren Stadium schließlich ein vermehrtes Auftreten von 

Blasten im peripheren Blutbild [53, 151, 204, 217, 248]. Ihr Anteil kann besonders bei 

Patienten mit hohen Leukozytenzahlen bis auf 10% zunehmen [53]. Eine Blastenkrise, 

die zu jedem Zeitpunkt und Stadium der Erkrankung auftreten kann, findet sich je nach 

Studie bei 10-40% der Patienten [72, 151, 213, 218, 248].  

Während im Lichtmikroskop keine nennenswerten Veränderungen der 

Granulozytenmorphologie festzustellen sind, findet man bei der ultrastrukturellen 

Untersuchung dysplastische Merkmale, die vor allem Strukturen wie den Nukleolus 

betreffen [19]. Die zusätzlich beschriebenen Funktionsstörungen der Granulozyten und 

die gelegentlich auftretende Lymphopenie sind möglicherweise die Ursache der 

erhöhten Infektanfälligkeit nach längerem Krankheitsverlauf. 

Es kann eine Basophilie sowohl des Knochenmarks als auch des peripheren Blutes 

auftreten, die dann mit einer Hyperhistaminämie bzw. einer Hyperhistaminurie 

vergesellschaftet ist. Diese erhöhten Histaminwerte gelten als Ursache des bei vielen 

Patienten vorhandenen Juckreizes [53, 60].  

Als typisch für die PMF gelten gesteigerte Aktivität der alkalischen 

Leukozytenphosphatase (ALP) [72, 151, 213, 248], sowie der zum Diagnosezeitpunkt 

oft angestiegene LDH-Plasmaspiegel. Beide Werte korrelieren mit der Höhe der 

Leukozytenzahl, so dass Hasselbalch die LDH eher für einen Parameter der 

Myeloproliferation als für die Leberfunktion oder die Hämolyse ansieht [72]. 

Gestiegene Werte der alkalischen Phosphatase (AP) gelten als Indikator für die Leber- 

und Knochenbeteiligung. Weitere Untersuchungen zeigen den hepatischen Ursprung 

und dass erhöhte Werte eher mit der sinusoidalen Dilatation als mit der myeloischen 

Metaplasie assoziiert sind [72]. 

Serumkonzentrationen von Immunglobulinen zeigen keine Konstanz. Es wurden 

polyklonale Hyper- und Hypogammaglobulinämien, aber in einigen Fällen auch 

monoklonale Gammopathien beschrieben [72, 230]. 

Chromosomenanalysen können nicht eindeutig zur Diagnose der PMF herangezogen 

werden. Sie dienen aber sehr wohl als differentialdiagnostische Abgrenzung zur CML, 

da das Philadelphia-Chromosom bei den PMF-Patienten nicht vorkommt [53, 104, 174, 

217, 229]. Es zeigen sich bei PMF Patienten zwar gehäuft Deletionen an den langen 

Armen von Chromosom 13 und 20 [163, 180], die gleichen Merkmale lassen sich aber 
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auch bei der CML und der ET nachweisen, so dass sie nicht zur Unterscheidung 

zwischen den verschieden MPN genutzt werden können. 

1.2.4 Histopathologische Befunde 

Die histologischen Befunde zeigen je nach Stadium der Erkrankung eine große 

Bandbreite von verschiedenen Läsionen. Am Anfang steht eine zellreiche 

Myeloproliferation ohne Vermehrung der retikulären oder kollagenen Fasern. Diese 

entsteht erst im Verlauf der Erkrankung und führt dann zu der charakteristischen und 

namengebenden Fibro-Osteosklerose.  

Die frühen Veränderungen werden als initiales präfibrotisches Stadium bezeichnet. 

Auffallend ist eine vermehrte Zelldichte des Knochenmarks mit Proliferation der 

Granulo- und Megakaryopoese, während das Fettgewebe im unterschiedlichen Maße 

von den hämatopoetischen Zellen verdrängt wird [54, 213, 248]. Wie bei den anderen 

myeloproliferativen Erkrankungen ist die Megakaryopoese vom Zentrum in den 

peritrabekulären Raum verschoben, in dem normalerweise die Granulopoese stattfindet. 

Außerdem zeigen die Zellen eine auffallende Haufenbildung und Atypien, auf denen 

beim präfibrotischen Stadium mit begleitender Thrombozytose die Abgrenzung 

insbesondere zur ET beruht [54, 204]. 

Diese Abweichungen der Megakaryozyten von der Norm beinhalten Veränderungen in 

der Größe, vielfältige Zellkernformen und unterschiedliche Kern-Plasmarelationen. Es 

kommt zu Riesenmegakaryozyten mit plump hypersegmentierten, hirschgeweihartigen 

Zellkernen, Mikromegakaryozyten und pyknotische Formen sowie zu nackten Zellen 

[192, 204]. Diese Merkmale der abnormen Megakaryopoese treten unabhängig von der 

Entwicklung osteosklerotischer Knochenmarksveränderungen auf [209]. Die in 

vermehrter Anzahl anzutreffenden unreifen Formen der Megakaryopoese werden als 

Zeichen der Entwicklungsstörung interpretiert. Es lässt sich auch eine erhöhte 

Mitoserate nachweisen [192]. 

Auch die Granulopoese ist im initialen Stadium gesteigert und zeigt eine 

Linksverschiebung. Die Erythropoese dagegen ist reduziert und weist eine verzögerte 

Ausreifung der Erythroblasten in die kleineren Normoblasten auf. Außerdem bilden sich 

Nester der früheren Zellformen [188, 209]. 

Die Hauptmerkmale des Stromas sind retikuläre und kollagene Fasern, Makrophagen 

und vaskuläre Strukturen. Fibrotisches Knochenmarksstroma ist durch eine gesteigerte 

Einlagerung von extrazellulären Matrix-Proteinen (ECM-Proteine) wie Kollagen I, III,V 
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und VI, Hyaluronsäure und die nichtkollagenen Glykoproteine Fibronectin, Vitronectin 

und Tenascin charakterisiert [54, 58, 160]. Die Akkumulation dieser Moleküle ist das 

Resultat der Wirkung von TGF-β, einem bei der PMF vermehrt vorkommendem 

Wachstumsfaktor [44].  

Im frühen Stadium kommt es noch nicht zu einer Dilatation und Hyperplasie der Sinus 

[54] doch später konnte immunhistochemisch eine Vermehrung der Markraumgefäße 

und des Kollagen Typ IV gezeigt werden [211]. Die dilatierten Sinus sind im 

Querschnitt entrundet, im Lumen finden sich Inseln mit vornehmlich Megakaryozyten, 

die von kernhaltigen erythropoetischen Vorläuferzellen umringt sind. Megakaryozyten 

gelangen durch transmurale, endotheliale Passage in die Zirkulation. Die amöboide 

Wanderung durch die Sinus-Wände konnte durch 3-D-Rekonstruktion sichtbar gemacht 

werden [215]. Kollagen Typ IV findet sich vor allem subendothelial und führt zu einer 

Verdickung der Basalmembran. Diese Merkmale sind im präfibrotischen Stadium 

weniger ausgeprägt als im fibro-osteosklerotischen Stadium.  

Die Anzahl von Makrophagen zeigt sich erhöht und wird im Zusammenhang mit dem 

vermehrten Zellumsatz und vorzeitigem Untergang dysplastischer Zellelemente gesehen 

[99]. Im fortgeschrittenen Stadium der PMF sieht man vermehrt deren degenerative 

Abbauelemente, die dann von den Makrophagen phagozytiert werden. Es werden aber 

auch Wachtumsfaktoren, die von den defekten Megakaryozyten freigesetzt werden, für 

die Aktivierung des Monozyten-Makrophagen-Sytems verantwortlich gemacht [220]. 

Eine weitere Möglichkeit ist, dass die CD34+ Zellen im Knochenmark der negativen 

Regulation durch TGF-β entgehen. TGF-β wirkt über zwei Rezeptoren, die einen 

Komplex bilden. Bei PMF scheinen im Vergleich zu normalen CD34+ Zellen die CD34+ 

Vorläuferzellen eine reduzierte Expression des TGF-β-II-Rezeptors aufzuweisen [115]. 

Außerdem lassen sich im Serum PMF-Erkrankter erhöhte Werte von M-CSF 

nachweisen [61].  

Ist in den hyperzellulären Frühformen der PMF noch kein oder nur ein geringer Anstieg 

der Retikulinfasern zu verzeichnen [54, 55, 192], so ändert sich dieser Befund beim 

Übergang in die fibro- bzw. osteosklerotischen Spätformen. Ein dichtes Netzwerk aus 

groben kollagenen Faserbündeln bestimmt das Bild und verdrängt die atypische 

Hämatopoese. Als Zeichen des osteosklerotischen Knochenmarksumbaus gelten die im 

Verlauf zunehmende bizarre Einengung und Deformation der Markräume, die durch 

primitives Knochengeflechtwachstum mit der Bildung breiter Trabekel und 

gleichzeitigem Ersatz des blutbildenden Markes durch Fettzellen verursacht werden 
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[58]. In der Terminalphase kann man dann ein fast zellfreies Knochenmark antreffen, 

das nur noch Kollagenfasern und Fettzellen zwischen stark osteosklerotischen 

Knochenbälkchen beinhaltet [213].  

Der Fasergehalt ist ein Schlüsselparameter in der histologischen Beurteilung von 

Knochenmarksbiopsien [205]. Der Verlauf der Fibrose im Knochenmark wird 

hauptsächlich über Cytokine gesteuert [116] und kommt reaktiv in verschiedenen 

Erkrankungen aus dem rheumatischen Formenkreis [2] und Neoplasien, darunter das 

Myelodysplastisches Syndrom [130], akute Leukämie [148, 207] und chronische 

myeloproliferative Erkrankungen [23, 54, 55] vor. Durch Bewertung der Faserdichte 

und –komponenten (Retikulin bzw. Kollagen), lassen sich Hinweise auf den 

Krankheitsverlauf, insbesondere unter Therapie, erkennen [23, 135, 181, 206]. Daher ist 

ein reproduzierbares und valides Bewertungssystem (Scoring-system) entwickelt und 

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

Besonders in jüngster Zeit zeichnet sich eine alternative, kausalorientierte Einteilung ab: 

die Klassifikation entsprechend genetischer Faktoren und die molekulare Diagnose der 

MPNs - zurückgehend auf 1960, als die Entdeckung des Philadelphia-Chromosoms mit 

der Bcr-Abl-Fusion zur molekularpathologischen Erklärung der Proliferation der 

Leukozyten in der CML führte. Für die PMF ist insbesondere eine genetische 

Veränderung von Bedeutung: die Jak2-V617F Mutation. 

Jak2 gehört zu den sog. Janus Kinasen (weitere Mitglieder sind Jak1, Jak3 und Tyk2), 

zytosolische Tyrosinkinasen mit einer Kinase- (JH1), einer Pseudokinase- (JH2) und 

mehreren Homologiedomänen zur Rezeptorbindung (JH3-7). Sie assoziieren mit 

Mitgliedern der Superfamilie der Zytokinrezeptoren. Typische Zielrezeptoren für Jak2 

sind der Erythropoetin-, der Thrombopoetin- und der Interferonrezeptor [240]. 

Normalerweise unterliegt die Kinaseaktivität der JH1-Domäne, und damit auch die 

Signaltransduktion, einer genauen Regulation: erst durch Phosphorylierung der JH1-

Domäne selbst wird diese aktiviert; die JH2-Domäne wirkt im nichtphosphorylierten 

Zustand inhibitorisch auf die Kinaseaktivität; die Rezeptorbindungsstelle im Bereich der 

JH3-7-Domänen (FERM-Domäne) wird ebenfalls durch (Auto-) Phosphorylierung in 

ihrer Funktionalität reguliert und führt im phosphorylierten Zustand zur Degradation des 

Jak-Proteins.  

Veränderungen im Jak2-Gen können diese Regulationsmechanismen unterlaufen und zu 

einer konstitutiven Aktivierung führen. So wird zum Beispiel in manchen Formen 

hämatopoetischer Erkrankungen wie CML, AML, CEL und MDS die Kinasedomäne 

von Jak2 durch die Translokation t(9;12)(p24;p13), an Tel, ein Mitglied der Ets-Familie 

[112, 150], durch t(9;22)(p24;q11.2) [64] an bcr und durch t(8;9)(p22;p240) an PCM1 

[22, 141, 164] fusioniert und damit aktiviert. Mutationen in Jak2 können einen gleichen 

Effekt haben: in verschiedenen Studien [120, 249] fand sich die Mutation V617F 

(Austausch der Aminosäure 617 Valin durch Phenylalanin) in der JH2-Domäne. Dabei 

war diese Mutation in 99% der PV-Patienten und in 50% der ET- und PMF-Patienten 

nachweisbar. Obwohl weitere Mutationen in diesem Signaltransduktionsweg und auch 

in Jak2 selbst beschrieben wurden [133, 152, 235], scheint die Mutation Jak2-V617F 

die, zumindest vorerst, wichtigste in der Pathogenese hämatopoetischer Erkrankungen 

zu sein. Im Falle der PMF war in einer Studie [27] der Nachweis dieser Mutation mit 



 23 

einem geringeren Überleben, einer höheren Anzahl von Leukozyten und thrombotischen 

Ereignissen verbunden. Eine Korrelation zur Myelofibrose ergab sich bis dato nicht. 

Die zentrale diagnostische Bedeutung der JAK2-V617F-Mutation im Rahmen der PV, 

ET und PMF wurde auch in den neuen WHO-Richtlinien 2008 berücksichtigt. 



 24 

1.4 WHO-Klassifikation 2008 für PMF 

Die ersten formalen Kriterien für die Diagnosestellung der PMF fand in der 

Klassifizierung der MPNs im Rahmen der Arbeit der Polycythemia Vera Study Group 

(PVSG) 1967 statt [239]. Seither trugen die wachsenden Kenntnisse über die 

Morphologie, Immunhistochemie und letztendlich auch Molekulargenetik zu einem 

immer detaillierteren Verständnis dieser Krankheit bei. Dabei kommt der Histologie des 

Knochenmarks eine große Bedeutung zu, die bereits 2001 in die WHO-Klassifikation 

eingearbeitet wurde [228]. Diese Klassifikation teilte die PMF noch in zwei Typen ein: 

eine „präfibrotische“ und eine „fibrotische“ PMF. Inzwischen ist jedoch anerkannt, dass 

in der „präfibrotischen“ als auch in der „fibrotischen“ PMF die identischen 

histopathologischen Phänotypen nachzuweisen sind, nur mit unterschiedlichem Anteil 

an Retikulinfasern. Damit konnte in der WHO-Kassifikation 2008 [178] ein deutlich 

vereinfachtes Schema für die PMF-Kriterien entwickelt werden. Aber auch in der neuen 

Fassung wird die Knochenmarkshistologie als zentrales diagnostisches Kriterium 

behandelt, wie u. a. an der Proliferation und Atypie von Megakaryozyten als erstes 

Hautpkriterium zu sehen ist. Die Megakaryozyten in der PMF liegen in relativ großen 

lockeren bis dichten Nestern, sind größenvariabel von klein bis groß und zeigen ein 

erhöhtes Kern/Plasmaverhältnis mit hyperchromatischen, aufgetriebenen oder irregulär 

gefalteten Kernen. Zusätzlich kommen nackte Megakaryozytenkerne vor [208].  

Auch in der Differenzierung der präfibrotischen PMF von der ET ist die Morphologie 

des Knochenmarks entscheidend: es kommt dabei auf die Zellularität des 

Knochenmarks, die Granulozytenpopulation und die Megakaryozytenmorphologie an 

[184]. Eine deutliche Hyperzellularität des Knochenmarks tritt in der zellulären Phase 

der PMF auf, prominente granulozytäre Proliferationen mit Linksverschiebung sind 

typisch für die PMF, fehlen jedoch in der ET [201]. 
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Hauptkriterien 
1. Vorhandensein von megakaryozytären Proliferationen und Atypien, meist 

einhergehend mit entweder Retikulin- und/oder Kollagenverfaserung, oder, 
bei Fehlen einer signifikanten Retikulinverfaserung, müssen die 
Veränderungen der Megakaryozyten begleitet werden von einer erhöhten 
Knochenmarkszellularität mit vermiderter Erythropoese und erhöhter 
Granulopoese (im Sinne einer präfibrotischen zellularen Phase). 

 
2. Befunde passen nicht zu den WHO-Kriterien der PV, CML, MDS oder 

anderen myeloischen Neoplasie. 
 

3. Nachweis der Jak2-V617F-Mutation oder eines anderen klonalen Markers 
(z.B. MPL-W515L/K), oder bei Fehlen eines klonalen Markers, kein 
Nachweis einer Knochenmarksfibrose aufgrund eines zugrundeliegenden 
entzündlichen oder neoplastischen Geschehens. 

 
Nebenkriterien Leukoerythroblastose 
 

1. Erhöhte Laktatdehydrogenase-Aktivität 
 

2. Anämie 
 

3. Klinische (tastbare) Splenomegalie 

Abbildung 6:  Diagnosekriterien der PMF (Auszug aus der WHO-Klassifikation 2008 für MPN). Zur 
Diagnosestellung müssen drei der Hauptkriterien und zwei Nebenkriterien erfüllt werden. Dabei 
müssen die Nebenkriterien nicht ausgeprägt vorliegen. 
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1.5 Graduierung der Knochenmarksfibrose und des Zellgehaltes nach dem 
Europäischer Konsens 2005 

Mit dem 2005 veröffentlichen Europäischen Konsens über die Graduierung der 

Knochenmarksfibrose und des Zellgehaltes [205] wurde ein neues semiquantitatives 

System etabliert. Zuvor unterlag oftmals die Beurteilung einer sehr individuellen 

Betrachtung und zudem der Nutzung verschiedener Einordnungssysteme. Nun wurden 

die Beurteilungskriterien diffenziert und die bis dahin existierendem System deutlich 

vereinfacht und zusammengefasst. Als ein wesentlicher neuer Aspekt kann die 

altersabhängige Einordnung der Zelldichte gelten.  

 

1. Einordnung der Zelldichte anhand von Altersgruppen: 

Alter (Jahre):  Hämatopoetische Fläche (% der Gesamtfläche) 

20-30:   60-70 

30-60:   40-50 

≥70:   30-40 

 

2. Einordnung der Qualität (Kollagen vs. Retikulin) und der Quantität des 

Fasergehaltes. Anschließend Zuordnung in vier Grade wobei die Bewertung nur in 

Bereichen mit Hämatopoese erfolgt: 

 

MF – 0 Einzelne retikuline Fasern ohne Überkreuzungen, 
entsprechend normalem Knochenmark 

MF – 1 Lockeres Retikulin-Netzwerk mit vielen 
Überkreuzungen, besonders perivaskulär 

MF – 2 Diffuse und dichte Retikulinfaservermehrung mit starker 
Vernetzung, nur selten mit fokalen Kollagenbündeln 
und/oder fokaler Osteosklerose  

MF – 3 Diffuse und dichte Retikulinfaservermehrung mit starker 
Vernetzung, grobfaserige Kollagenbündel, oft assoziiert 
mit signifikanter Osteosklerose 
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1.6 Entwicklung der Knochenmarksfibrose  

Die Entwicklung einer Organfibrose ist eine Antwort der extrazellulären Matrix auf 

Zytokine. Insbesondere ist hier TGF-ß von Bedeutung [246]. TGF-ß kommt in drei 

aktiven Isoformen (TGF-ß 1, TGF-ß 2 und TGF-ß 3) vor [63]. Vor allem die Isoform 1 

(TGF-ß1) ist für die Fibrose verschiedener Organe verantwortlich [246]. Diese Isoform 

kommt hauptsächlich in zirkulierenden Monozyten und Gewebsmakrophagen vor. 

Durch Aktivierung ortsständiger Mesenchymzellen, die sich zu Kollagen-

produzierenden Myofibroblasten differenzieren, wird die Synthese von Glykoproteine 

wie Kollagen Typ I, III, IV, Fibronectin und Tenascin [97, 127, 162] stimuliert. 

Zusätzlich wird der Matrixabbau durch die Hemmung der Expression von 

kollagenaseähnlichen Proteasen vermindert [44] und die Expression von Plasminogen-

Aktivator-Inhibitor-1, einem Protease-Inhibitor, gesteigert [113]. Beide Mechanismen 

führen zusammen zur Akkumulation der Matrixproteine im Knochenmark der 

Erkrankten.  

Im Knochenmark bei der PMF sind die Hauptbestandteile der Fibrose Kollagen Typ I 

und III [121, 131]. Die bei der Spaltung des aus den Fibroblasten ausgeschütteten 

Prokollagens entstehenden N- und C-Peptide sind im Blut erhöht nachweisbar und 

korrelieren mit der Krankheitsaktivität [72]. Hier ist die Myelofibrose ebenfalls eine 

Antwort der extrazellulären Matrix im Knochenmark auf die klonal proliferierende 

Hämatopoese [65, 84]: Kahn und Kollegen waren die ersten, die über Analyse von 

Isoenzymen zwar die monoklonale Herkunft von Erythrozyten, Leukozyten und 

Plättchen belegten [90], jedoch zeigten nachfolgende Studien, daß die Fibroblasten 

polyklonal und somit nicht Teil des Prozesses sind, der von den neoplastischen 

Stammzellen ausgeht [84, 237]. Die monoklonale Blutbildung ist zu jedem Zeitpunkt 

der Erkrankung vom frühen zellreichen bis zum fortgeschrittenen myelofibrotischen 

Stadium nachweisbar [103]. Da die Fibroblasten nicht aus dieser monoklonalen 

Blutbildung stammen ist es schließlich allgemeiner Konsens, dass die Myelofibrose bei 

den MPN ein sekundäres oder begleitendes Phänomen darstellt.  

Die Ursache für die vermehrte Faserbildung ist also eine erhöhte Zytokinfreisetzung 

(vordergründig von TGF-ß) im Knochenmark. Als Quelle kommen zwei Zellsysteme in 

Betracht: das MTS und das MMS, die beide TGF-ß ausschütten können. Auf diese 

Zellsysteme wird im Folgenden näher eingegangen. 

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

müssen noch Calmodulin (Kalzium bindendes Protein), bFGF (basic fibroblast growth 
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factor) und TIMPs (tissues inhibitors of metalloproteinases) genannt werden. 

Calmodulin ist im erhöhten Maße im Urin PMF-Erkrankter nachzuweisen und scheint 

als unabhängiger Faktor zur Fibrose beizutragen [36]. Bei bFGF handelt es sich um 

einen multifunktionalen Wachstumsfaktor, der sich in Megakaryozyten und Plättchen in 

gesteigerter Konzentration befindet und auch vermehrt im Urin ausgeschieden wird [36, 

128]. Zusätzlich sind TIMPs in gesteigerten Konzentrationen nachweisbar. Einerseits 

wirken sie als Inhibitoren des Bindegewebeabbaus und andererseits hat die Kombination 

von TIMP-1 und TIMP-2 eine annähernd gleiche fibrinogene Wirkung wie TGF-β 

[140].  

1.6.1 Beziehung der Megakaryozyten zur Fibrogenese 

Bei der CML gibt es eine signifikante Korrelation zwischen unreifen Megakaryozyten 

und der Fibrose [197], so dass ähnliche pathogenetische Mechanismen auch bei den 

anderen MPNs angenommen werden. Zu den Faktoren, die das MTS in das Mikromilieu 

des Knochenmarkes abgibt, gehören neben TGF-β (transforming growth factor-β) auch 

PDGF (plateled derived growth factor), ECGF (endothelial cell growth factor) und EGF 

(epidermal growth factor).  

PDGF kam als Ursache für Myelofibrose auch in Betracht, da eine vermehrte 

Ausschüttung von PDGF ins Knochnmark beobachtet wurde: in Plasma und Urin von 

PMF-Patienten wurde eine erhöhte Konzentrationen von PDGF gefunden [59], nicht 

jedoch in den peripheren Plättchen normaler Megakaryozyten [17, 42]. Die atypischen 

Megakaryozyten des Knochenmarks der MPN Patienten zeigen auch eine gesteigerte 

Expression der mRNS für beide PDGF-Ketten A und B [91].  

Obwohl PDGF ein potentes Mitogen für Fibroblasten ist, hat es aber nur einen geringen 

Einfluß auf die Kollagenproduktion selbst [97, 185]. Daher ist PDGF nicht als alleinige 

Ursache für die Myelofibrose ausreichend. 

Neben PDGF wird aber auch TGF-β von Megakaryozyten synthetisiert und in den deren 

α-Granula gespeichert. Patienten mit PMF haben gesteigerte TGF-β-mRNS-Expression 

in den atypischen Megakaryozyten und erhöhte TGF-β-Konzentrationen in den 

Plättchen [129]. Megakaryozyten sind allerdings nicht die alleinige Ursache für die 

erhöhten TGF-ß-Spiegel. Der TGF-β-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 der sekretorischen Aktivität der 

Megakaryozyten zu spielen, wenn auch in einem geringeren Maße als IL-3 [241]. 

Studien zur Untersuchung der Megakaryozyten-Fibroblasten-Interaktion im normalen 

Knochenmark zeigen, dass nicht nur PDGF und TGF-β, sondern auch der enge 

räumliche Kontakt (spatial relationship) für einen Wachstumseffekt auf die Fibroblasten 

nötig ist [170]. Die atypischen Megakaryozyten sind typischerweise in der unmittelbaren 

Nähe von Retikulinfasern und Fibroblasten angesiedelt [197].  

1.6.2 Einflussnahme des Monozyten-Makrophagen-Systems auf die Fibrogenese  

Makrophagen sind ebenfalls Produzenten von TGF-ß. Sie sind bei PMF nicht nur in 

vermehrter Anzahl anzutreffen [186, 219], sondern liegen auch in einem präaktivierten 

Zustand mit erhöhten TGF-β- und IL1-Werten im Zytoplasma vor [156]. Es wird 

angenommen, dass CD44 über Adhäsion die Produktion von fibrinogenen Zytokinen im 

Monozyten-Makrophagen-Systems stimuliert [156]. Wie schon erwähnt sind ECM-

Proteine bei der PMF erhöht und gleichzeitig potentielle Liganden für 

Adhäsionsmoleküle [157]. Zum Beispiel Hyalurolsäure ist ein solches vermehrt 

vorkommendes ECM-Protein [76] und könnte mit CD44 interagieren und das 

Monozyten-Makrophagen-System stimulieren [156]. Rameshwar zeigte, dass die 

gesteigerte TGF-β-Produktion mit einem Adhäsionsprozess beginnt. Es kommt zur 

Aktivierung von NF-κB, einem Transkriptionsfaktor, der in die Expression 

verschiedener Zytokine involviert ist [12]. In den Monozyten kommt es dann zur 

Produktion von IL-1. Die gesteigerte Konzentration von IL-1 stimuliert die Zelle TGF-β 

zu produzieren [158].  

Das Monozyten-Makrophagen-System ist in dem komplexen Mechanismus der 

verschiedenen Wachstumsfaktoren auf mehrere Weisen eingebunden. Der 

Stammzelldefekt führt zu einer Störung der Megakaryozytenreifung und damit zu einem 

erhöhten Zelluntergang von Megakaryozyten und Thrombozyten. Die Zelltrümmer 

werden von den Makrophagen abgebaut und die verschiedenen Wachstumsfaktoren 

freigesetzt. Dadurch wird das Monozyten-Makrophagen-System selber aktiviert und 

produziert Faktoren wie TGF-β. Die Rolle des Monozyten-Makrophagen-Systems 

wurde in einer Studie mit immundefekten Mäusen näher untersucht [51]. Es stellte sich 

heraus, dass diejenigen ohne funktionstüchtige Monozyten und Makrophagen keine 

fibrotischen Veränderungen im Knochenmark ausbildeten. Diese Untersuchung führt zu 
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der Schlussfolgerung, dass ein normal funktionierendes Monozyten-Makrophagen-

System die Voraussetzung für die Entwicklung einer sekundären Myelofibrose ist. 
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1.7 Fragestellung der Arbeit 

Zum Zeitpunkt unserer Untersuchungen war allgemein akzeptiert, dass die 

Fibroseentwicklung bei der PMF einen sekundären Prozess darstellt, der von 

verschiedenen Wachstumsfaktoren in Gang gesetzt wird [97, 137, 158, 159, 161, 197]. 

Es war auch bekannt, dass zu Beginn der Erkrankung die Verfaserung des 

Knochenmarkes noch nicht zwingend vorhanden ist, sie entwickelt sich erst im weiteren 

Krankheitsverlauf und wird dann zum eindeutigen histopathologischen Merkmal. Es 

herschten aber noch verschiedene Ansichten über den Verlauf einer MF ausgehend vom 

initialen, präfibrotischen Stadium einer PMF.  

Einer der potentesten Wachstumsfaktoeren, der den sekundären Prozess der 

Fibrosebildung anregt, ist TGF-β. TGF-β wird von Megakaryozyten aber auch vom 

Monozyten-Makrophagen-System und von Endothelzellen synthetisiert [97, 127, 159]. 

Die Expansion und Aktivierung des Monozyten-Makrophagen-Systems stellt eine 

Haupteigenschaft der PMF dar und ist in der Zunahme der reifen Makrophagen im 

Knochenmark zu erkennen [186]. Doch dieses Merkmal wurde bis zu unserer Studie 

noch nicht im Zusammenhang mit dem komplexen Mechanismus der Fibrosierung 

betrachtet.  

 

 

Wir bearbeiteten folgende Fragenstellungen: 

 

1.  Wie unterscheidet sich der Verlauf der Myelofibrose bei dem präfibrotischen 

initialen Stadium und dem manifesten Stadium der PMF? 

2.  Gibt es einen Zusammenhang zwischen der gesamten bzw. aktivierten 

Makrophagenpopulation und der Progression der Myelofibrose? 
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2 Material und Methoden 
2.1 Übersicht über das Patientengut 

Die Studie schloss 79 Patienten mit PMF ein. Von allen Patienten waren 

Sequenzbiopsien im Abstand von mindestens 6 Monaten vorhanden. Zu Beginn wurden 

die initialen Knochenmarkspräparate gesichtet und die Patienten in zwei verschiedenen 

Krankheitsstadien zugeordnete.  

60 Patienten (26 Männer, 34 Frauen, Durchschnittsalter 61 Jahre) boten die allgemein 

anerkannten Diagnosekriterien wie Splenomegalie, Anämie, leukoerythroblastisches 

Blutbild mit Dakryozyten, Myelofibrose zumindest durch retikuläre Fasern, keine 

gleichzeitige oder vorausgegangene andere MPN und Abwesenheit eines Philadelphia-

Chromosom. Die Behandlung der Patienten richtete sich nach Alter, Allgemeinzustand 

und dem Grad der Zytopenie.  

Genauer aufgeschlüsselt wurden folgende Therapieregime durchgeführt: 11 Patienten 

bekamen keine Therapie, bei 23 wurde nur unterstützend mit Blutzelltransfusionen oder 

Kortison behandelt (19 erhielten auch Thrombozytenaggregations-Hemmer wie ASS 

und Dipyridamol), 20 machten eine orale Chemotherapie mit Busulfan oder 

Hydroxyharnstoff, 1 Patient unterzog sich einer Interferonbehandlung und bei 3 wurde 

eine Splenektomie oder Bestrahlung durchgeführt. 

Die weiteren 19 Studienteilnehmern (9 Männer, 10 Frauen, Durchschnittsalter 58 Jahre) 

zeigten zunächst nicht die typischen Diagnosekriterien einer PMF. Die 

Untersuchungsbefunde beinhalteten: geringe Splenomegalie, grenzwertige oder leichte 

Anämie, selten erythrozytäre Vorläuferzellen oder Dakryozyten im peripheren Blutbild, 

regelmäßig einen erhöhten Thrombozytenwert über 500 x 109/l, keine relevante 

Myelofibrose, keine gleichzeitige oder vorausgegangene andere MPN und kein 

Philadelphia-Chromosom. 

Die Patienten klagten außerdem über Müdigkeit, generelles Krankheitsgefühl und 

gelegentlich über Nachtschweiß, Gewichtsverlust, Neigung zu Hämatomen und 

abdominelle Beschwerden.  

Die initiale Beckenkammbiopsie wurde meist unter dem klinischen Verdacht einer 

therapierefraktären Anämie, Splenomegalie, Thrombozytose unbekannter Ursache, 

unklassifizierten MPN oder einer ET durchgeführt. Bei diesen Stanzen fanden sich 

keine oder nur eine sehr gering ausgeprägte Zunahme der retikulären Fasern im 

Knochenmark. Die Behandlung dieser zweiten Gruppe unterschied sich nicht wesentlich 
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von der ersten und beinhaltete auch alleinige Therapie mit Thrombozytenaggregations-

Hemmern oder in Kombination mit anderen Medikamenten. 

Nur noch von 65 Patienten (29 Männer, 36 Frauen, Durchschnittsalter 64 Jahre) aller 79 

Studienteilnehmer war ausreichend Untersuchungsmaterial vorhanden, um die immun- 

und lektinhistochemischen Färbungen anzufertigen. 

Die minimale Beobachtungszeit der Patienten betrug 6 Monate, das längste Intervall 10 

Jahre. Die durchschnittliche Beobachtungszeit war 5,5 Jahre. 

2.1.1 Klinische Daten zu verschiedenen Messzeitpunkten 

Es wurden folgende Parameter während der Studie erhoben:  

-Erythrozyten (x 1012/l ) 

-Leukozyten (x 109/l) 

-Erythroblasten im peripheren Blutbild (in %) 

-Myeloblasten im peripheren Blutbild (in %) 

-Thrombozyten (x 109/l) 

-LDH (U/l) 

-Milzgröße ( in cm unter dem Rippenbogen) 

-Lebergröße ( in cm unter dem Rippenbogen) 

 

Die Erhebung der Daten erfolgte während des Studienverlaufes. Sie wurden besonders 

zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und der letzten Sequenzbiospie genauer betrachtet 

und die beiden Gruppen miteinander verglichen. 

2.1.2 Beckenkammbiopsien 

Die routinemäßige Gewinnung von Knochenmarksmaterial wird überwiegend nach der 

Methode von Jamshidi und Swaim durchgeführt [85]. Es wird aus der Spina iliaca 

posterior des Os ileum eine zylinderförmige Stanze entnommen. Hierfür gibt es 

besondere Stanznadel, die Jamshidi-Nadeln. Die Größe der gewonnenen Probe sollte 

mindestens 2 mm x 17 mm betragen. Eine andere Methode mittels Drillbohrung der 

Spina iliaca anterior superior konnte sich nicht behaupten [26].  

An die Entnahme sollte sich möglichst schnell eine Fixierung anschließen. Sie wurde 

hier durch eine gepufferten Aldehydlösung (2 ml 25% Glutardialdehyd, 3 ml 37% 
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Formaldehyd, 1,58 g wasserfreies Kalziumacetat und destilliertes Wasser auf 100 ml) 

über 12-48 Stunden erreicht.  

Der Vorteil diese Methode liegt in dem durch Glutardialdehyd verstärkten 

Kalziumeinbau in die Membranstrukturen des Gewebes. So kommt es zu einer besseren 

Erhaltung der Feinstrukturen in den Präparaten. Außerdem wird eine Schrumpfung, zu 

der es bei alleiniger Formalinfixierung kommt, verringert. Beide Effekte führen zu einer 

deutlich verbesserten  Beurteilbarkeit der histologischen Schnitte. 

Der nächste Schritt ist die Dekalzifizierung der knöchernen Anteile für 3-4 Tage in einer 

gepufferten EDTA-Lösung (Äthylendiamintetraessigsäure) bei pH 7,2. Diese schonende 

Entkalkung alteriert die Knochenmarkszellen nur gering und führt trotzdem zu einer 

besseren Schneidbarkeit der Präparate. 

Den Biopsien durch in eine aufsteigende hydrophile Alkoholreihe über 3 Stunden und 

bei einer Temperatur von 39°C das Wasser entzogen. Es folgt ein Xylolbad von 50 min. 

Anschließend wird die Stanze bei 59°C paraffinisiert und schließlich in die Kassetten 

eingegossen.  

Von den Biopsieblöcken können nun mit einem Grundschlittenmikrotom (Leitz GmbH, 

Wetzlar) 3-5 µm dicke Schnitte angefertigt werden. Diese werden auf Glasobjektträger 

aufgezogen. 

2.1.2.1 Routinefärbungen 

Die nach dem Schneiden routinemäßig durchgeführten Färbungen waren: Giemsa, PAS 

(Perjodsäure-Schiff-Reaktion), Naphthol-AS-D-Chloroacetatesterase, Pearls`-Reaktion 

für Eisen und die Silberimprägnation nach Gomori. 

In der Silberimprägnation stellen sich die retikulären und kollagenen Fasern im 

Lichtmikroskop schwarz dar. 

2.1.2.2 Immunhistochemische Darstellung der Makrophagenpopulation  

PG-M1-Färbung 

Makrophagen wurden durch die immunhistochemische Färbemethode mit dem 

monoklonalen Antikörper PG-M1 (CD 68) dargestellt. Vor dem eigentlichen 

Färbeprozess wurden die in Paraffin eingebetteten Beckenkammbiopsien zur 

Paraffinschmelze für 15 min bei 62°C in den Brutschrank gegeben und dann ein 20 

minütiges Xylol-Bad durchgeführt. Es wurde eine absteigende Alkoholreihe von 100% 

bis 76% angeschlossen und mit A. dest. gespült. Die Andauung erfolgte mit Pronase E 
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(1 mg auf 1 ml A. dest.) bei 38°C über 10 min. Es folgten Spülungen mit Wasser und A. 

dest. und schließlich mit TBS-Puffer (tris-buffered-saline). Um störende 

Hintergundfärbungen durch membranständige Fc-Rezeptoren zu verringern, wurden die 

Präparate mit 10%igem Kanichenserum vorbehandelt. Diese binden an die Fc-

Rezeptoren und verbessern so die Qualität der Immunfärbungen [52]. Im folgenden 

Schritt wurde der Schnitt in einer 1:50 Verdünnung des monoklonalen Antikörpers PG-

M1 (Primärantikörper) inkubiert. Nach Spülung mit TBS-Waschpuffer erfolgte die 

Biotin-Streptavidin-Methode (LAB), die auf der Verwendung eines Brückenantikörpers 

beruht [69, 82]. Dieser Brückenantikörper ist ein monoklonaler biotinylierter 

Kaninchen-Anti-Maus-Antikörper, der gegen den von Mäusen gewonnenen 

Primärantikörper gerichtet ist. Biotin wurde 45 min inkubiert und dann mit TBS-Puffer 

abgespült. Dann wurde ein Streptavidin-alkalische-Phosphatase-Komplex zugefügt 

(Verdünnung 1:50, Einwirkzeit 45 min bei Raumtemperatur), der an den 

Brückenantikörper bindet. Zum Schluss wurde nochmals mit TBS abgewaschen und 

darauf die alkalische Phosphatase mit dem Farbstoff ”Fast Red” (7 mg Naphthol-AS-

MX-Phosphat, 0,7 ml Dimethylformamid, 35 ml Tris-Puffer (pH 8,2), 8,4 mg 

Levamisol und 35 mg Fast Red TR Salt) gegeben. Es folgte weiterhin eine 

Kerngegenfärbung: die Schnitte wurden mit Hämalaun über 15-20 sec lang angefärbt 

und dann mit Wasser gespült. Die Präparate wurden mit Kaisers Glyzeringelatine 

eingedeckt und für mindestens 1-2 Stunden bei 38°C im Brutschrank belassen. 

 

BSA-I+ Subpopulation 

Die Färbung der aktivierten Subpopulation der Makrophagen erfolgte mit BSA-I als 

Primärantikörper. Die Schritte des Färbeprotokolls entsprachen denen der beschriebenen 

PG-M1-Färbung. 
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2.2 Morphometrische Methode 

Das Verfahren der Morphometrie erlaubt die quantitative Auswertung von 

Strukturelementen (Gewebe- und Zellkompartimente) und Partikeln (Zellen) in 

histologischen Präparaten unter dem Mikroskop [146]. Zur morphometrischen 

Auswertung der Faserdichte benutzen wir ein Kontron-Bildanalysegerät (MOP-A-MO1-

Kontron) der Firma MOP-Videoplan, München. Das Rechensystem ist mit einem 

Auslegermikroskop (von Carl Zeiss, Oberkochen), einem Videobildschirm, einem 

Digitalisiertablett mit Maus, einer Tastatur und einem Drucker ausgestattet.  

Zur Sicherung exakter Ergebnisse wird zu Beginn der Messungen das Gerät jeweils neu 

skaliert, indem man über das Digitalisiertablett die Eckpunkte des in das Okular des 

Mikroskops eingeätzten Gitters markiert. So wird dem Rechenprogramm ein exaktes 

Längenmaß vorgegeben, das dem jeweiligen Vergrößerungsfaktor für das spezielle 

Messprogramm entspricht. 

Das histologische Präparat wird durch das Mikroskop betrachtet. Mann kann nun mittels 

einer Leuchtdiode im Gesichtfeld und der Maus Strukturen manuell umfahren oder die 

Faserkreuzungspunkt eingeben. Damit ergeben verrechenbaren Daten. 

Das von der Firma Kontron entwickelte Programm ”YX1” ermöglicht die Erfassung von 

verschiedenen Parametern wie die Fläche von umfahrenen Strukturen, die Summe von 

Einzelelementen und führt außerdem die Berechnung von Summe, Mittelwert und 

Standartabweichung der registrierten Daten durch. 

Die Makrophagendichte wurde mit einem ähnlichen manuellen optischen Planimeter 

(VIDAS-Zeiss-Kontron) und entsprechenden Berechnungsprogrammen (Videoplan-

software) ermittelt.  

2.2.1 Fasermessung 

Die untersuchten Beckenkammbiopsien beinhalteten im Durchschnitt 9,6 ± 5,0 mm2 

artefaktfreie Knochenmarksfläche. Zur Ermittlung der Faserdichte wurde mit einer 

500fachen Vergrößerung (Okular 12,5 x 40er Objektiv) gearbeitet. Wenn möglich, 

wurden bei jedem Präparat 25 Gesichtsfelder ausgewertet. Zunächst wurde das gesamte 

Präparat gemustert und die Gesichtsfelder so gewählt, dass sie verteilt und repräsentativ 

waren. Gebiete mit Quetschungen, Zerreißungen, Einblutungen oder ausschließlich mit 

Knochen wurden nicht für die Messungen herangezogen.  
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Jedes Gesichtsfeld wurde nach einem bestimmten Muster betrachtet und verschiedene 

Messparameter erhoben:  

1.  Fläche des Knochens und der Artefakte in mm2 

2.  Fläche der Fettzellen in mm2 

3.  Anzahl der Faserkreuzungspunkte pro Gesichtsfeld 

Die Flächen wurden durch jeweiliges Umfahren mit dem LED erfasst und berechnet. 

Die Kreuzungspunkte ergaben sich aus den Überschneidungen zwischen den Fasern und 

dem eingeätzten Gitter auf einer Seite des Binokulars. 

Aus diesen Werten ließen sich die in der Studie benötigten Parameter errechnen: 

1.  Fettanteil in % 

2.  Kreuzungspunkte (i) pro mm2 Markfläche 

3.  Kreuzungspunkte (i) pro mm2 Hämatopoesefläche 

Die Markfläche bezeichnet die Biopsiefläche abzüglich der Fläche von Knochen und 

Artefakten, die Hämatopoesefläche entspricht der Markfläche nach Abzug des 

Fettanteils. 

2.2.2 Myelofibrose Progressions Index (MPI) 

Aufgrund der erheblichen Variabilität der Intervalle zwischen den Sequenzbiopsien ist 

es notwendig eine zeitunabhängige Messgröße zu verwenden. Dazu wurde die 

Progression der Myelofibrose pro Monat errechnet. 

Der dazu herangezogene MPI (myelofibrosis progressions index) [209]. setzt die 

Faserdichtedifferenz (∆ i x 102/mm2) in Relation zur Zeit (Monate zwischen erster und 

letzter Biopsie). 

2.2.3 Quantifizierung der Makrophagen 

Zur morphometrischen Untersuchung der Makrophagenanzahl standen im Durchschnitt 

14,1 ± 4,8 mm2 Knochenmarksbiopsiefläche zur Verfügung. Zunächst wurde das 

gesamte Präparat gemustert. Im Unterschied zur Fasermessung wurden 35 

Gesichtsfelder ausgezählt. Die Schritte pro Gesichtsfeld verliefen aber in der gleichen 

Reihenfolge: 

1.  Erfassung der Fläche von Knochen und Artefakten 

2.  Erfassung der Fläche der Fettzellen 

3.  Erfassung der Anzahl der Makrophagen  
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Und auch hier wurde wieder der Anteil der Fettfläche berechnet und die Anzahl der 

Makrophagen pro mm2 Hämatopoesefläche angegeben. 

Von jeder Biopsie wurden zwei Makrophagen-Färbungen angefertigt, um die aktivierte 

Subpopulation unterscheiden zu können. Die Durchführung der morphometrischen 

Analyse der beiden Präparate wurde identisch durchgeführt. Die 

Untersuchungsergebnisse wurden miteinander verglichen und der Anteil der aktivierten 

Makrophagen ermittelt.  
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2.3 Zur Problematik sogenannter aktivierter Makrophagen 

Makrophagen können aktiviert werden. Damit gehen morphologische Veränderungen 

und eine Erweiterung des Funktionsspektrums einher. Knochenmarks-Makrophagen 

zeigen im normalen Knochenmark einen hohen Anteil von 85% an HLA-DR-positiven 

und damit Antigen-präsentierenden Makrophagen [11, 100, 117, 118]. Die 

Antigenpräsentation hat eine herausragende Bedeutung in der Entwicklung der 

spezifischen Immunität und stellt eine Eigenschaft reifer, differenzierter Makrophagen 

dar. Die Expression von MHC-Molekülen der Klasse II auf der Oberfläche von 

Makrophagen setzt einen Aktivierungsprozess voraus, der durch exogene Faktoren 

gesteuert wird. Solch ein Faktor ist z.B. γ-IFN (Immun-Interferon), das Hauptprodukt 

spezifisch sensibilisierter T-Lymphozyten. Die ausgeprägte Fähigkeit zur 

Antigenpräsentation kann also als Ausdruck des Aktivitätszustandes interpretiert 

werden. Der Aktivitäts- und Differenzierungszustand der Makrophagen ist eng mit der 

Expression bestimmter membranständiger Kohlenhydrat-Antigene verbunden. Diese 

Antigene werden von Lektinen erkannt und gebunden. Daher bieten sich Lektine 

hervorragend an, um verschiedene Subpopulationen der Makrophagen zu unterscheiden.  

Um ruhende von aktivierten Makrophagen auseinanderzuhalten eignet sich BSA-I-B4 

[124]. Dieses Lektin stammt von Bandeiraea (Griffonia) simplicifolia (BSA) und bindet 

an Membranbestandteile mit α-D-Galctosylresten, die infolge eines 

Aktivierungsprozesses exprimiert werden. Im Knochenmark findet sich ein Anteil von 

60-70% BSA-I-B4
+ Makrophagen [11]. Dieser Wert liegt etwas höher, als der bei 

früheren immunmorphometrischen in-situ Untersuchungen berechnete [10]. Man geht 

davon aus, dass die BSA-I-B4-Reaktivität einer Subpopulation der PG-M1
+ 

Makrophagen einer vorausgegangenen Aktivierung entspricht.  

PG-M1 ist ein monoklonaler Antikörper, der spezifisch für das Monozyten-

Makrophagen-System ist [47]. Das von PG-M1 identifizierte Antigen stellt ein Epitop 

eines intrazytoplasmatischen Moleküls dar, welches wahrscheinlich mit lysosomalen 

Strukturen in Verbindung steht. Im Gegensatz zu früheren Färbungen reagiert PG-M1 

nicht wie die KP1-Färbung mit anderen Zellpopulationen wie z.B. leukämischen 

Haarzellen, Megakaryozyten oder Granulozyten und ihren Vorläuferzellen [154].  
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2.4 Methoden zur Quantifizierung der Faserdichte im Knochenmark  

Es gibt verschiedene Methoden die Faserdichte zu bestimmen. Die Einordnung des 

Ausmaßes in eine mehrstufige Rangskala ist eine häufig angewandte Möglichkeit. Sie 

soll dem Untersucher ermöglichen, die Faserentwicklung im Krankheitsverlauf rasch zu 

beurteilen [77, 212, 238]. Neben der Schwierigkeit, subjektive Einschätzungen 

miteinander zu vergleichen, fließen in die Bewertung oftmals auch quanlitative Aspekte 

ein. Solche beeinflussenden Aspekte sind z.B. Kollagenfaserbündel [77]. Zudem findet 

häufig der Gehalt an Fettgewebe keine Berücksichtigung, so dass die Zunahme dieser 

Komponente im Knochenmark eine vermeintliche Faserverminderung vortäuschen kann 

[190]. Solch eine vorgetäuschte Abnahme der Faserdichte kann auch durch ein 

interstitielles Ödem im Markraum entstehen. Diese Ungenauigkeit der semiquantitativen 

Methode galt insbesondere zum Zeitpunkt unserer Studie, da noch keine 

standardisierten Beurteilungskriterien vereinbart waren, die z.B. die Einordnung der 

Zelldicht anhand von Altersgruppen berücksichtigen. Eine genauere und objektivere 

Messung ist mit Hilfe der Morphometrie möglich. 

Es werden zwei Arten der Morphometrie angewandt. Bei der Fotomorphometrie werden 

nach der Silberimprägnation die histologischen Präparate fotografiert. Das Muster des 

Gitterfasergerüstes wird auf ein dünnes Blatt Papier gepaust. Der Fasergehalt wird 

daraufhin von einem computergesteuerten Bildanalysegerät erfasst, indem die 

entstandenen Bildpunkte in die absolute Faserlänge in mm pro mm2 umgerechnet 

werden [147].  

Eine andere Möglichkeit ist die direkte Mikromorphometrie [187, 192]. Der 

Untersucher nutzt ein Okular mit einem eingeätzten Gitter bekannter Größe und 

bekanntem Linienabstand. Bei diesem Verfahren werden die Schnittpunkte der in der 

Silberimprägnation gefärbten Fasern mit den Linien des Gitters gezählt.  

Zusätzlich wird die Fläche der Fettzellen ermittelt. Da diese rechnerisch subtrahiert 

wird, ergibt das Ergebnis der Messungen die Faserkreuzungspunkte pro mm2 der Mark- 

oder Hämatopoesefläche. Die Markfläche bezeichnet die Biopsiefläche abzüglich der 

Fläche von Knochen und Artefakten, die auch ermittelt werden. Die Hämatopoesefläche 

ergibt sich, wenn man die Fettfläche von der Markfläche abzieht.  

Pro Präparat werden mehrere (ca. 25) Gesichtsfelder gezählt. Alle Messungen der 

verschiedenen Präparate werden von einem Untersucher durchgeführt, um eine 

möglichst gute Vergleichbarkeit zu erreichen. Die bei Probemessungen gefundenen 
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intra- und interindividuellen Messwertunterschiede werden mit ca. 3-5% angegeben 

[211].  

Für die vorliegende Studie wurde das letztgenannte Verfahren angewandt, weil es die 

Möglichkeit beinhaltet, die Fläche der Fettzellen sowie die des Knochens und der 

Artefakte zu ermitteln und aus der Bestimmung der Faserdichte herauszurechnen. 
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2.5 Statistische Auswertung 

In der statistischen Auswertung wurden die beobachteten Unterschiede zwischen der 

ersten und letzten Biopsie bzw. zwischen den Gruppe) auf ihre statistische Signifikanz 

zu überprüfen. Dafür wurde als Signifikanztest für kleine Fallzahlen der t-Test (Student-

Test) verwendet. 

Weiterhin wurde der  Zusammenhang zweier Alternativmerkmale (Makrophagenzahlen 

und Verfaserung des Knochenmarkes) untersucht. Hierzu berechneten wir den 

Korrelations-Koeffizienten nach Pearson.
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3 Ergebnisse 
3.1 Klinische Daten 

Die klinischen und laborchemischen Befunde der 60 Patienten mit einer manifesten 

PMF zeigten schon zum Zeitpunkt der ersten Biopsie typische Merkmale. Sie wiesen 

Anämie, leichte Leukozytose, regelmäßig ein leukoerythroblastisches Blutbild mit 

Tränentropfenerythrozyten und in den meisten Fällen eine Splenomegalie auf.  

Die gemessenen Hämoglobinwerte lagen mit einem Mittelwert von 11,5 g/dl deutlich 

unter der Norm. Die Streubreite reichte von 4,2 bis 14,0 g/dl. Entsprechend lagen auch 

die Erythrozytenwerte mit einem Mittel von 4,0 x 1012/l auf einem gegenüber den 

Normalwerten eher niedrigen Niveau. Die Leukozytenzahlen ließen sich bei einer 

großen Streubreite von 1,0 bis 62,2 x 109/l auf einen Mittelwert von 14,0 x 109/l 

ermitteln. Die Patienten zeigten also teilweise eine Leukozytose und teilweise eine 

Leukopenie. Auch bei der Thrombozytenzahl gab es eine große Variabilität (Streubreite 

190-2496 x 109/l). Doch auch hier war der Mittelwert mit 520 x 109/l erhöht. 

Thrombozytenwerte über 1000 x 109/l fanden sich bei 4 der 60 Patienten (7%). Der 

Prozentsatz der im peripheren Blut nachweisbaren Vorstufen betrugen im Falle der 

Erythroblasten im Mittel 2,3 % (Streubreite 0,5-30,0 %) und bei den Myeloblasten 1,2% 

(Streubreite 0,7-17,0%). Die LDH war im Durchschnitt erhöht (Mittelwert 506 U/l, 

Streubreite 129-1700 U/l). Dem Befund einer PMF entsprechend waren auch die 

Ergebnisse der klinischen Untersuchungen von Milz und Leber. Im Durchschnitt waren 

beide Organe bei den Patienten vergrößert und im unterschiedlichen Maße unter dem 

Rippenbogen tastbar (Milz 3,6 cm, Leber 1,5 cm).  

Die 19 Patienten mit einem initialen, präfibrotischen Stadium der Erkrankung, zeigten 

zu Beginn nicht so ausgeprägte klinische Befunde. 

Der Hämoglobinwert lag im Mittel mit 13,1 g/dl deutlich höher und entsprach damit nur 

einer leichten Anämie. Auch die Zahl der Eythrozyten war mit 4,5 x 1012/l annähernd im 

normalen Bereich. Die Leukozytenanzahl war nicht signifikant unterschiedlich zu dem 

der Gruppe I, wies aber eine geringere Streubreite auf (5,6-32,7 x 109/l). Die 

Thrombozyten wiederum waren vermehrt nachweisbar (MW 962 x 109/l) und es gab 

auch häufiger Fälle mit Werten über 1000 x 109/l. 8 der 19 Patienten (37%) zeigten eine 

solche Thrombozytose. Die Organvergrößerungen von Milz und Leber waren nur gering 

ausgeprägt und zeigten selten auffällige Tastbefunde. 
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Im Vergleich der klinisch manifesten PMF mit dem initialen, präfibrotischen Stadium 

ergaben sich zum Zeitpunkt der ersten Biopsie in 6 der 9 Merkmale signifikante 

Unterschiede (Tabelle 1, A). Dies galt für den Grad der Anämie, den Thrombozyten- 

und LDH-Werten, dem Auftreten der Leukoerythro- und Myeloblasten im peripheren 

Blut und die Splenomegalie.  

Für diese Merkmale ergaben sich auch innerhalb der jeweiligen Patientengruppe und 

damit eines Krankheitsstadiums signifikante Unterschiede im Vergleich der ersten und 

letzen Biopsie (Tabelle 1, B und C). 

Zum Zeitpunkt der letzten Biopsie (im Durchschnitt nach 16 Monaten) waren die 

Unterschiede in den hämatologischen Befunden der beiden Patientengruppen nicht mehr 

signifikant. Nach längerem Krankheitsverlauf befanden sich die Patienten also im 

gleichen Krankheitsstadium und waren klinisch nicht mehr zu unterscheiden. 
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Tabelle 1: Klinische Befunde und Labordaten ( Mittelwert ± Standartabweichung, in Klammern die 
Streubreite). Signifikanzniveau (P ≤ 0,05): A: manifeste PMF gegen präfibrotisches Stadium; B: 
manifeste PMF, Biospie bei Diagnosestellung gegen Sequenzbiopsie; C: präfibrotisches Stadium 
Biospie bei Diagnosestellung gegen Sequenzbiopsie. 

 Manifeste PMF Präfibrotisches Stadium 

Zeitpunkt der Biopsie 
Diagnose-
stellung 

Sequenz-
biopsie 

Diagnose-
stellung 

Sequenz-
biopsie 

Intervall (in Monaten) 35 ± 30 (6-122) 30 ± 24 (6-100) 

Hb (g/dl) 
11,5 ± 2,7 A 

(4,2-14,0) 
10,9 ± 2,4 B 13,1 ± 3,5 

(7,0-15,5) 
10,8 ± 3,6 C 

Erythrozyten (x 1012/l) 
4,0 ± 0,9 
(1,2-5,3) 

3,8 ± 1,2 
4,5 ± 1,6 
(2,2-5,8) 

4,7 ± 0,4 

Leukozyten (x 109/l) 
14,0 ± 12,4 
(1,0-62,2) 

11,5 ± 6,5 
14,2 ± 7,2 
(5,6-32,7) 

13,4 ±5,0 

Erythroblasten im peripheren Blut 
(in %) 

2,3 ± 2,8 A 

(0,5-30,0) 
7,4 ± 8,5 B 0,5 ± 0,6 

(0-2,0) 
8,5 ± 12,0 C 

Myeloblasten im peripheren Blut (in %) 
1,2 ± 2,1 A 

(0,7-17,0) 
7,3 ± 6,6 B 0,5 ± 0,3 

(0-1,0) 
5,5 ± 2,1 C 

Thrombozyten (x 109/l) 
520 ± 418 A 

(190-2496) 
403 ± 417 B 962 ± 809 

(104-3215) 
421 ± 444 C 

LDH (U/l) 
506 ± 302 A 

(129-1700) 
760 ± 219 B 417 ± 242 

(209-986) 
619 ± 179 C 

Milzgröße  
(in cm unter dem Rippenbogen) 

3,6 ± 2,4 A 

(0,5-15,0) 
4,6 ± 3,2 B 2,4 ± 1,2 

(0-4,0) 
5,5 ± 3,3 C 

Lebergröße  
(in cm unter dem Rippenbogen) 

1,5 ± 1,8 
(0,4-8,0) 

2,0 ± 1,9 
0,9 ± 1,2 
(0-0,3) 

1,8 ± 1,2 
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3.2 Übersicht über das Knochenmark bei der Primären Myelofibrose 

Die ersten Knochenmarksbiopsien der Patienten mit einem initialen, präfibrotischen 

Stadiums der PMF zeigen einen auffallenden Zellreichtum mit Proliferation der 

Granulo- und Megakaryopoese und eine vergleichsweise geringe Involution durch 

Fettgewebe (Abbildung 1a).  

Die Megakaryopoese ist nicht nur durch die deutlichen Anstieg an Megakaryozytenzahl, 

sondern auch durch deren bizarres, dysplastisches Aussehen charakterisiert. Diese 

Abnormitäten beinhalten Störungen der Kern- und Zytoplasmareifung sowie 

Änderungen in Größe und Form (Abbildung 1c).  

Die atypischen Megakaryozyten weisen im fibrotischen Stadium regelmäßig einen 

engen Kontakt zu den irregulären Fasern auf (Abbildung 2b). 

Die Erythropoese ist reduziert und zeigt eine Reifungshemmung. Es kommt zum 

relativen Überwiegen der Proerythroblasten und früher Erythroblasten. Diese 

Frühformen haben keine Tendenz zur weiteren Differenzierung in spätere 

Vorläuferzellen und verbleiben in ihren Stadien. Die Erythroblasten sind in kleinen 

Nestern angesammelt (Abbildung 1d, e). 
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Abbildung 1:  Initiales präfibrotisches Stadium der PMF: (a) Übersicht mit Hyperzellularität und 
spezifische Färbung der neutrophilen Granulopoese (AS-D-Chloroazetat-Esterase). (b) Gruppen von 
Megakaryozyten, die verschiedene Größen und bizarre Formen aufweisen (CD61-Immunfärbung). 
(c) Die Abnormitäten der Megakaryopoese sind an der gestörten Kern- und Zytoplasmareifung und 
damit an dem dysplastischen Erscheinen der Zellen zu erkennen (CD61-Immunfärbung). (d) Die 
spezifische Färbung der Erythropoese zeigt die erythropoetischen Inseln verschiedenen Ausmaßes 
zwischen den Nestern der atypischen Megakaryopoese (Ret40f-Immunfärbung). (e) Die 
erythropoetischen Inseln bestehen vor allem aus frühen Erythroblasten, die anscheinend in diesem 
Stadium verbleiben. a, b, c x 370, e x 57. 
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3.3 Faserentwicklung bei Sequenzbiopsien 

Bei Patienten mit einer initialen PMF ist zunächst im hyperzellulären Stadium kein 

Anstieg der retikulären Fasern bemerkbar (Bild 2a). Doch im Verlauf der 

Sequenzbiopsien entwickelt sich auch bei diesen Patienten eine Myelofibrose. Diese tritt 

nach unterschiedlichen Intervallen auf und zeigt auch verschiedene Ausprägungen.  

Zunächst kommt es zur Bildung eines lockeren Netzwerkes von Fasern. Diese liegen 

zwischen und benachbart zu den atypischen Megakaryozyten (Bild 2b). 

Im fortgeschrittenen fibro- bzw. osteosklerotischen Stadium kommt es zur weiteren 

Zunahme der Verfaserung mit Auftreten von groben Bündeln kollagener Fasern (Bild 

2c) und Bildung von Endophyten und spongiösen Knochenbälkchen (Bild 2c, d). Die 

Neubildung des Knochens führt zu einer Einengung des Markraumes und damit zur 

Hypoplasie der Myelopopulationen. Zusätzlich zeigt sich eine punktuelle Involution 

durch Fettgewebe. 

Im sogenannten ausgebrannten Terminalstadium findet sich im Extremfall ein durch 

Fettgewebe und Osteosklerose verödeter Markraum ohne Hämatopoese.  
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Abbildung 2:  Myelofibrose bei der PMF. (a) Initiales Stadium ohne Zunahme der Fasern (Dichte: 
23 i x 102/mm2). (b) Die spätere Biopsie desselben Patienten (Intervall: 16 Monate, Faserdichte: 76 
i x 102/mm2) zeigt ein lockeres Netzwerk von Fasern zwischen und benachbart zu den atypischen 
Megakaryozyten. (c) Beginnende Osteosklerose (Intervall: 38 Monate). (d) Endstadium mit 
Entwicklung spongiöser Knochenbälkchen und punktueller Involution 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 des Knochenmarks unabhängig von 

den sehr unterschiedlich langen Untersuchungsintervallen zu beschreiben, benutzten wir 

den Myelofibrose Progressions Index (MPI). Dieser setzte die Faserdichtedifferenz (∆ i 

x 102/mm2) in Relation zur Zeit (Monate zwischen erster und letzter Biopsie).  

Der MPI zeigte, dass der relative Anstieg der Faserdichte pro Jahr bei den Patienten mit 

einer initialen, präfibrotischen PMF  wesentlich höher war.  

Er betrug bei diesen 1,52 ± 2,61 i x 102/mm2 pro Jahr und bei denen mit manifester 

PMF nur 0,81 ± 3,36 i x 102/mm2 pro Jahr. Auch die Streubreite unterschied sich und 

war bei den Patienten mit einer initialen PMF wesentlich geringer (0,21-8,18) als bei 

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

 

Abbildung 4:  Relativer Anstieg der Faserdichte im ersten Jahr der Beobachtung, ausgedrückt durch 
den MPI für Patienten mit initialer, präfibrotische PMF und Patienten mit manifester PMF. Dieser 
Index deckt einen signifikanten Unterschied in der Verfaserungsgeschwindigkeit beider Abbildung 
Patientengruppen auf (I : manifeste PMF: 0,81 ± 3,36; Streubreite 0,18-16,57; II : präfibrotisches 
Stadium:1,52 ± 2,61; Streubreite 0,21-8,18;). 
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3.3.2 Agyrophilie (retikulär-kollagene Fasern) 

 

Zu Beginn zeigte sich nur bei den Patienten mit manifester PMF eine ausgeprägte 

Zunahme der Faserdichte auf im Mittel 109 Kreuzungspunkte (i) x 102/mm2 

Hämatopoesefläche. Patienten mit präfibrotischen Stadium wiesen nur Werte von 35 i x 

102/mm2 auf. Damit bestand ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden 

Patientengruppen (Tabelle 2, A). 

Die morphometrische Untersuchung ergab einen signifikanten Anstieg der Faserdichte 

im Zeitverlauf in beiden Patientengruppen (Tabelle 2, B und C). Bei einer manifesten 

PMF steigerte sie sich auf 137 i x 102/mm2 und im Rahmen einer initialen PMF auf 75 i 

x 102/mm2. Die Berechnung der Differenz der ersten und letzten Faserdichte zeigt, dass 

Patienten mit initaler PMF eine wesentlich größere Faserdichtezunahme erfuhren. 

Es ergaben sich aber auch für 24 Patienten mit manifester PMF und und 6 mit initialer 

PMF nur ein grenzwertiger bis geringer Anstieg der Fasern und kein Patient zeigte eine 

Verminderung der Faserdichte unter Therapie mit Busulfan oder Hydroxyharnstoff. 

 

Tabelle 2: Grad der Agyrophilie (retikulär-kollagene Fasern) zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und 
der Sequenzbiopsie (mittleres Intervall 16 Monate) Signifikanzniveau (P ≤ 0,05): A: manifeste PMF 
gegen präfibrotisches Stadium, Biopsie bei Diagnostestellung; B: manifeste PMF gegen 
präfibrotisches Stadium, Sequenzbiopsie; C: manifeste PMF gegen präfibrotisches Stadium. Die 
Dichte der Fasern ist sowohl pro Hämatopoesefläche als auch pro gesamte Knochenmarksfläche (in 
Klammern) angegeben. 

 Manifeste PMF 
präfibrotisches 

Stadium  

Zeitpunkt der Biopsie 
Diagnose-
stellung 

Sequenz-
biopsie 

Diagnose-
stellung 

Sequenz-
biopsie 

Faserdichte [i x 102/mm2] 
pro Hämatopoesefläche 
(pro Knochenmarksfläche) 

109 ± 40 A 

(89 ± 40)  
137 ± 41 B 

(115 ± 43) 
35 ± 8 

(29 ± 7) 
75 ± 34 

(66 ± 37) 

Differenz beider Faserdichten 
∆ i  

28 ± 31 40 ± 37 

MPI in i x 102/mm2 69 C 126 
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3.4 Frequenz der Makrophagen im Knochenmark 

In der immunhistochemischen Färbung mit Antikörpern gegen PG-M1 (CD68+) zeigen 

sich bei der Betrachtung der histologischen Präparate viele zwischen anderen 

hämatopoetischen Zellen verstreute Makrophagen. Sie zeichnen sich durch ein 

irreguläres sternförmiges Aussehen aus, das durch die vielen schmalen 

Zytoplasmaausläufer bedingt ist (Abbildung 3a).  

Die aktivierte Subpopulation wird durch die Färbung mit BSA-I dargestellt (Abbildung 

3b).  

 

Bei 65 der insgesamt 79 Patienten wurde eine Untersuchung der Makrophagen 

durchgeführt, da von ihnen noch genügend Biopsiematerial vorhanden war, um die 

immunhistochemischen Färbungen anzufertigen. 

Die morphometrische Analyse der Knochenmarkspräparate ergab eine beträchtliche 

Zunahme der Makrophagenanzahl bei PMF in Vergleich zur Kontrollgruppe (Tabelle 3). 

Diese Zunahme betraf nicht nur die Gesamtpopulation (PG-M1), sondern auch die 

aktivierte Subpopulation (BSA-I). 

Abbildung 3:  Verstreute Makrophagen in den Knochenmarksbiopsien von Patienten mit einem 
frühen PMF-Stadium. (a) CD68+ - gesamte Population (PG-M1-Immunfärbung). (b) Aktivierte 
Subpopulation (BSA-I-Immunfärbung). a und b x 170. 
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Für die gesunde Kontrollgruppe ließen sich die Mittelwerte von 370/mm2 für PG-M1
+ 

Makrophagen und 200/mm2 für BSA-I+ Makrophagen ermitteln. Für PMF-Patienten 

lagen diese Werte zum Zeitpunkt der ersten Biopsie bei 515/mm2 bzw. 332/mm2 und 

später zur letzten Biopsie bei 531/mm2 bzw. 340/mm2.  

 

Tabelle 3: Morphometrische Analyse der Knochenmarkspräparate von 65 Patienten mit PMF  
(Mittelwert ± Standartabweichung) mit Betracht auf Makrophagen und Faserdichte. 

PMF 

 Biopsie bei 
Diagnosestellung Sequenzbiopsie 

PG-M1
+ Makrophagen (i x 102/mm2) 515 ± 150 531 ± 148 

aktivierte (BSA-I+) Makrophagen (i x 102 /mm2 ) 
(% von ges.) 

332 ± 106 

(65,2 %) 
340 ± 123 

(64,1 %) 

Faserdichte (i x 102/mm2) 91 ± 47  121 ± 48  

 

Kontrollgruppe (normales Knochenmark) 

PG-M1
+ Makrophagen (i x 102/mm2) 370 ± 90 

aktivierte (BSA-I+) Makrophagen (i x 102/mm2) 
(% von ges.) 

200 ± 70 

(54,1 %) 
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3.5 Bezug der Makrophagenpopulation zur Faserentwicklung 

Die morphometrischen Untersuchungen zeigten bei einer PMF im Vergleich zur 

Kontrollgruppe ohne PMF eine Erhöhung der Anzahl von Makrophagen inklusive ihrer 

aktivierten Subpopulation (Tabelle 3). Ebenfalls trat im Verlauf der PMF eine Zunahme 

der Verfaserung auf. Es wurde die Korrelation der Parameter Makrophagenanzahl und 

Faserdichte von allen Patienten einerseits unabhängig vom Krankheitsstadium und 

andererseits innerhalb der verschiedenen Stadien untersucht. In beiden Fällen ergab sich 

keine signifikante Korrelation beider Faktoren. Damit ist die Größe der 

Makrophagenpopulation unabhängig von der Zunahme der Faserdichte.   
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4 Diskussion  
4.1 Diagnose der Frühstadien der Primären Myelofibrose 

Die Differenzierung der PMF von den verschiedenen anderen Entitäten der 

Knochenmarksfibrose wie z.B. bei PV, ET oder CML ist für die Prognose als auch für 

die Therapie von entscheidender Bedeutung. Insbesondere die ET geht durchaus mit 

einer Knochenmarksfibrose einher, die im Frühstadium der einer PMF sehr ähnelt und 

daher die Unterscheidung erschwert [55, 153, 209, 223]. Hinzukommt, dass eine 

erstaunliche Anzahl von Patienten mit präfibrotischer PMF eine signifikante 

Thrombozytose aufweisen und daher häufig klinisch zunächst als ET angesehen werden. 

Dieses Phänomen zeigte sich auch in unserer Studie (Tabelle 1). Diese Thrombozytose 

ist bei der PMF aber nicht dauerhaft und geht im Krankheitsverlauf zurück. Meist ist 

dieses Phänomen mit dem Fortschreiten der Anämie, der Splenomegalie und auch dem 

erythroblastischen Blutbild mit Auftreten von Dakryozyten vergesellschaftet. 

Im Gegensatz zu PMF mit einer mittleren Überlebenszeit von 9,3 Jahren (fibrotisches 

Stadium) bzw. 11,9 Jahren (präfibrotisches Stadium) ist die Prognose der ET mit einer 

mittleren Überlebenszeit von 16,1 Jahren signifikant besser [110]. Das entspricht einer 

normalen Lebenserwartung einer geschlechts- und altersabgeglichenen Population [168, 

204].  

Insgesamt ist das klinische Erscheinungsbild der PMF sehr heterogen. Es gibt beinahe 

asymptomatische Verläufe, die in unserer Studie von einigen Patienten mit initialer 

PMF repräsentiert wurden, aber auch solche mit eindrucksvollen klinischen Symptomen 

[41, 53]. Solche Patienten mit den klassischen Befunden einer manifesten PMF zeigten 

häufig eine schwere Anämie oder eine ausgeprägte Splenomegalie. Besonders bei den 

Fällen mit gering ausgeprägten klinischen Symptomen (initiales, präfibrotisches 

Stadium) ist es schwierig die Diagnose einer PMF zu stellen, da die Patienten eben nicht 

die typischen klinischen Merkmale zeigen. 

Eine Differenzierung einer frühen PMF und einer ET ist dann besser möglich, wenn 

man sowohl klinische als auch histopathologische Merkmale gemeinsam in die 

Betrachtung einfließen lässt und weniger auf ein ausgeprägtes Krankheitsbild wertlegt 

[32]. Bestimmte Knochenmarksmerkmale, insbesondere die Megakaryopoese, sind 

hilfreich, um die beiden Krankheitsbilder zu unterscheiden. 

Es finden sich in 20% der PMF-Fälle Veränderungen der Megakaryozyten und 

Granulopoese des Knochenmarkes, die als CMGM (chronic megakaryocytic-
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granulocytic myelosis) beschrieben werden [24, 55, 58, 192, 212]. Im Vergleich zu 

PMF-Patienten mit oder ohne begleitende Thrombozytose zeigen Studien von ET-

Patienten mit keiner oder minimaler Behandlung nur geringe Veränderungen dieser 

Zellreihen im Knochenmark. Es kommt zwar auch zu einer megakaryzytären 

Proliferation, diese zeigte aber keine zytologische Atypien [58, 204]. 

Im initialen Stadium der PMF besteht eine leichte neutrophile Granulozytose zusammen 

mit einer geringen oder moderaten Leukozytose. Dazu kommt bei vielen Patienten eine 

offensichtlich gehemmte Erythropoese, die mit einer milden therapierefraktären Anämie 

korrespondiert. Diese Kriterien sind weder bei der ET noch bei der PV [140] ausgeprägt 

und mögen daher als weitere Unterscheidungspunkte in der Diagnose dienen.  

Beginnende retikuläre Fibrosierung führt zu einer Verdickung der Sinuswände 

(Sinuswandsklerose) und deckt einen engen Kontakt der Nester von dysplastischen 

Megakaryozyten zu den retikulären Fasern auf [24, 55, 58, 192, 212]. Daher reflektieren 

die morphologischen Phänomene die komplexe Einflussnahme der Megakaryozyten in 

die Entwicklung der größten Teile des myelofibrotischen Stromas (Kollagen Typ I, III 

und IV)[8, 127, 159, 183].  

Die neue Wertigkeit der Histopathologie spiegelt sich in der neuen WHO-Klassifikation 

von 2008 wieder. Kriterien wie die megakaryozytäre Proliferation und Atypien dieser 

Zellreihe wurden als Hauptkriterien einbezogen. Diese Merkmale sind auch schon im 

frühen Stadium unabhängig von der Fibrosierung des Knochenmarks vorhanden und 

dienen deshalb auch der schwierige Abgrenzung dieser zellreichen Stadien von einer ET 

[204].  

Auch die  JAK2-Mutation wurde in der neuen Klassifikation berücksichtigt. Sie kann 

ebenfalls als ein vom Stadium der Erkankung unabhängiges Diagosekriterium 

angesehen werden.  

Zusammenfassend haben in den letzten Jahren klinisch-pathologische Studien unser 

Verständnis des komplexen Krankheitsbildes der PMF wesentlich gesteigert. Die 

fehlende Betrachtung der frühen Fälle wurde vielleicht durch die stark variierenden 

Intervalle und unvorhersehbare Natur der stadienähnlichen Entwicklung und durch eine 

gewisse Vernachlässigung der Knochenmarks-Histopathologie beeinflusst. Mit der 

neuen Klassifikation ist nun eine korrekte Wahrnehmung und Zuordnung auch des 

präfibrotischen Krankheitsstadiums möglich.  
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4.2 Faserentwicklung und Krankheitsverlauf bei der Primären Myelofibrose 

Die bei den myeloproliferativen Neoplasien auftretende Myelofibrose zeigt einen 

signifikanten Zusammenhang mit Morbidität und Mortalität [202]. Eine valide 

Bestimmung der Faserqualität (Kollagen bzw. Retikulin) und Faserquantität ist daher 

bei Diagnosestellung und im weiteren Krankheitsverlauf wünschenswert.  

Betrachtet man jedoch in verschiedenen veröffentlichten Studien die Bestimmung des 

Myelofibrose-Grades und dessen Verlauf, zeigt sich eine große Variabilität, die von 

keinerlei Änderungen, einer Regression bis hin zum Anstieg der Fasern reicht [24, 34, 

55, 58, 77, 122, 123, 126, 187, 243]. Schwierigkeiten ergaben sich dabei den genauen 

Wert der Fasern im Knochenmark zu messen [24, 55, 192, 196]. Die Anwendung 

unterschiedlicher Methoden wie semiquantitatives Einstufen im Rahmen verschiedener 

Skalierungssysteme versus Morphometrie, verschiedene Zeitintervalle zwischen den 

ersten und letzten Untersuchungen oder der Einschluss von Patienten mit 

postpolyzythämischer myeloischer Myelofibrose und solche mit akuter (maligner) 

Myelofibrose [74, 77], können unter anderem die Ursache dieser Ungenauigkeiten 

erklären. Schließlich muss bedacht werden, dass ein Rückgang der Fibrose auch durch 

eine Zunahme des Fettgewebes simuliert werden kann, dies gilt besonders in den 

fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung. Eine Verminderung der Fasern könnte aber 

auch die Folge einer zytoreduktiven Therapie oder Stammzelltransplantation darstellen.  

Um Studien vergleichbar zu machen und eine hohe Qualität der Evaluation zu erreichen, 

ist es notwendig bewährte standardisierte Bewertungsrichtlinien einzuhalten [203]. 

Dieses Vorgehen ermöglicht die Dokumentation von feinsten Veränderungen und deren 

Ermittlung relativ zur Zeit.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden durch eine standardisierte Versuchsplanung, 

Erfassung und Auswertung gewonnen. Ein wesentlicher Gesichtspunkt in der 

Auswertung ist die Veränderung der Faserdichte im Zeitverlauf als Korrelat zur 

Progression der MF. Entscheidend ist hierbei die Veränderungen unabhängig von den 

verschieden langen Untersuchungsintervallen und dem Gehalt an Fettgewebe 

ausdrücken zu können (siehe  2.2.1). Der hierzu verwendete Myelofibrose Progressions 

Index (MPI), zeigt, dass die Geschwindigkeit der Myelofibroseentwicklung im frühen 

präfibrotischen Stadium der PMF im Gegensatz zu den späteren Formen signifikant 

gesteigert ist.  

Bei keinem Patienten ließ sich ein wesentlicher Rückgang der Myelofibrose ermitteln; 

auch nicht unter Therapie mit Busulfan oder Hydroxyharnstoff. Dies würde die 
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Annahme unterstützen, dass es sich bei der Myelofibrose um einen mehr oder weniger 

irreversiblen Prozess handelt. Bis jetzt scheint nur die Stammzelltransplantation die 

einzige Therapie zu sein, die das Potential zur Regression der Verfaserung bietet. Der 

Rückgang der Myelofibrose entwickelt sich bei solchen Patienten zwischen sechs und 

12 Monaten nach Transplantation [39]. 

Insgesamt unterstützen unserer Ergbnisse die Annahme einer schrittweisen Entwicklung 

und Verlaufes des Krankheisbildes der PMF. Die Stadien unterschieden sich nicht nur in 

der Quantität und Qualität der histoplathologischen Veränderungen, sondern wie wir 

zeigen konnten auch in der Dynamik der Verfaserung. 

Unsere morphometrische Methode der Faserbestimmung ist im Vergleich zu einer 

semiquantitativen Einordnung sehr aufwenig und schwer im klinischen Alltag 

einsetzbar. Dennoch ist eine standardisierte Messung aufgrund ihrer klinischen 

Relevanz gerade im klinischen Alltag wünschenswert. 2005 wurde ein europäischer 

Konsens zur Graduierung des Faser- und des Zellgehaltes im Knochenmark erarbeitet. 

Nun gibt es ein einheitliches semiquantitatives System, welches eine einfache und 

schnelle Graduierung möglich macht. 
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4.3 Makrophagenanzahl bei der Primären Myelofibrose 

Unsere Ergebnisse zeigen sich kongruent mit denen vorheriger Studien [186], wonach 

eine erhöhte Anzahl an Makrophagen im Knochenmark bei der PMF zu finden ist. In 

unserer Studie ergab sich eine Zunahme sowohl der Gesamtpopulation als auch der 

aktivierten (BSA-I+) Subpopulation der Makrophagen.  

Über einen Zusammenhang mit der Frequenz ebenfalls aus dem MMS entstammenden 

Osteoklasten [107, 250][ im Knochenmark wurde spekuliert [186]. Jedoch ist eine 

Vermehrung der Osteoklasten, im Gegensatz zu den Makrophagen, nicht in allen 

Studien beschrieben.[169]. 

Ursächlich für die PMF ist ein Stammzelldefekt, der zu einer abnormalen Reifung der 

Megakaryozyten mit deutlich verkürzter Lebensdauer und erhöhtem Zelluntergang führt. 

Die gealternten Megakaryozyten müssen in erhöhtem Maße durch aktivierte 

Makrophagen abgebaut werden. [155]  

Im peripheren Blut erkrankter Patienten konnten innerhalb megakaryotytären Zellen 

verschiedener Reifungsstufen erhöhte Werte von TGF-ß nachgewiesen werden [127]. 

TGF-ß scheint das Zytokin mit der Schlüsselrolle bei der PMF zu sein. 

Zu den messbar erhöhten Wachstumsfaktoren im Rahmen einer PMF gehören der M-

CSF, Il-6 oder PDGF [59, 61, 236]. M-CSF und PDGF führen beide zu einer 

Aktivierung der Makrophagen mit Transformation in phagozytotische Makrophagen 

[61, 220]. Diese phagozytieren schließlich die vermehrt anfallenden defekten 

Mekakaryozyten. Bei dem Abbauvorgang werden aus den phagozytierten 

Megakaryozyten wiederum Wachstumsfaktoren wir TGF-ß freigesetzt [9, 98]. 

Aktivierte Zellen des MMS exprimieren ebenso wie die Megakaryozyten TGF-ß und IL-

1 [157, 158]. Damit liegt die auch Frage nahe, ob ein Zusammenhang zwischen der 

Markrophagenanzahl und der Verfaserung besteht.  

In unserer Studie ergab sich keine Korrelation der Makrophagenanzahl zum Fasergehalt 

im Knochenmark. In zwei anderen Untersuchungen wurde kein Zusammenhang 

zwischen dem Anstieg von Wachstumsfaktoren und dem Grad der Myelofibrose oder 

der myeloischen Metaplasie [61, 127, 220] festgestellt. Es muss jedoch festgehalten 

werden, dass eine fehlende Korrelation in den Untersuchungen eine mögliche 

Einflussnahme dieser Zelllinie und der Wachtumsfaktoren auf die Genese der 

Myelofibrose nicht ausschließt. Es gibt eine Studie, die zeigte, dass es ohne 

funktionstüchtige Monozyten und Makrophagen zu keinen fibrotischen Veränderungen 

im Knochenmark kommt[51]. Neuere Untersuchungen wiesen aber nach, dass es zur 
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Entwicklung einer Myelofibrose keiner komplett funktionierender Monozyten/ 

Makrophagen bedarf und unterstützen damit eher die Schlüsselrolle der 

Megakaryozytenlinine im Rahmen der Faserentstehung [234]. 

TGF-β ist nicht nur ein Faktor mit fibrinogener Potenz, sondern nimmt auch auf 

zahlreiche Zellen des Knochenmarks meist suppressiven Einfluss. Nun können durch 

eine verminderte TGF-β-Rezeptorbildung CD34+-Vorläuferzellen dieser negativen 

Regulation entgehen. Dies bietet eine Erklärung für die Expansion der 

Makrophagenpopulation [116].  

Desweiteren ist TGF-ß in die Aktivierung von ECM-Molekülen involviert. Dadurch 

ergibt sich ein weiterer Mechanismus, der zu einer Aktivierung und damit auch zu einer 

Einflussnahme des MMS im Rahmen einer PMF führen könnte. Es wird angenommen, 

dass z. B. Hyalurolsäure als ECM-Protein mit CD34 interagiert und dadurch das 

Monozyten-Makrophagen-System stimuliert [156].  

Die biologische Rolle und pathologische Bedeutung der Makrophagenhyperplasie bei 

der PMF, insbesondere in Hinblick auf die zytokinvermittelte Wirkung extrazellulärer 

Matrixmoleküle, noch nicht endgültig geklärt und bietet weiterhin interessante Ansätze 

in der Klärung der Entstehung einer Myelofibrose . 
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5 Zusammenfassung 
 
Die vorliegende Arbeit basiert auf der histomorphometrischen Untersuchung von 

Beckenkammbiopsien bei 79 Fällen mit gesicherter Primärer Myelofibrose (PMF). 60 

Patienten zeigten eine manifeste PMF, während 19 Studienteilnehmer sich noch im 

initialen, präfibrotischen Stadium befanden. Wir erfassten jeweils den Fasergehalt, die 

Anzahl der Makrophagen und deren aktivierte Subpopulation im Verlauf mehrerer 

Biopsien. 

Die Fasern wurden mittels Silberimprägnation nach Gomori gefärbt und anschließend 

ihr Gehalt im Knochenmark computergestützt morphometrisch gemessen. Mit dem 

Myelofibrose-Progressions-Index (MPI) ermittelten wir die Zunahme der Myelofibrose 

pro Monat und damit die Dynamik der Faserentwicklung.  

Die Makrophagen und ihre aktivierte Subpopulation wurden immunhistochemisch mit 

Antikörpern gegen CD68 (gesamte Makrophagenpopulation) bzw. BSA-I (aktivierte 

Subpopulation) dargestellt. Dann erfolgte jeweils eine morphometrische Messung der 

Makrophagenanzahl pro Haematopoesefläche. 

Wir fanden bei Patienten mit initialer, präfibrotischer PMF einen signifikant höheren 

MPI und damit eine schnellere Progression der Myelofibroseentwicklung.  

Die morphometrischen Untersuchungen zeigten bei der PMF mehr Makrophagen als in 

der Kontrollgruppe. Dies galt sowohl für die Gesamtpopulation als auch für die 

aktivierte Subpopulation der Makrophagen und war unabhändig vom Krankheitsstadium 

der PMF. Eine Korrelation zur Faserdichte war nicht nachweisbar.  

 

Zusammenfassend festigen unserer Ergebnisse die Annahme eines schrittweisen 

Verlaufes des Krankheitsbildes der PMF. Die Stadien unterscheiden sich nicht nur in 

der Quantität und Qualität der histopathologischen Veränderungen, sondern auch in der 

Dynamik der Verfaserung. Dabei liegt eine schnellere Progression der Verfaserung im 

frühen präfibrotischen Stadium vor. 

Die Vermehrung der Makrophagen inklusive ihrer aktivierten Subpopulation, zeigt 

keine Assoziation zu den verschiedenen Krankheitsstadien oder dem Grad der 

Myelofibrose. Wir konnten damit keine Einflussnahme dieser Zellen im Rahmen der 

Fibrogenese aufdecken. 
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