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1. Einleitung

Das Krankheitsbild der Myelofibrose mit Myeloischer Metaplasie (MMM) wurde
zum ersten Mal 1879 beschrieben (Heuck 1879) und wird heutzutage gemass
WHO 2008 zu den myeloproliferativen Neoplasien (MPN) ehemals Chronisch
Myeloproliferativen  Erkrankungen (CMPE) gezahlt. Fur die Primare
Myelofibrose (PMF) wurden vor der Einfuhrung der WHO-Klassifikation von
2008 auch eine Vielzahl von synonymen Krankheitsbezeichnungen wie:
,Chronisch Idiopathische Myelofibrose (cIMF), Osteomyelofibrose,
Osteomyelosklerose, = Agnogenische = Myeloische = Metaplasie  (AMM),
Myelofibrose mit Myeloischer Metaplasie (MMM) oder Chronische
Megakaryozytare Myelose (CMGM) gebraucht (Lutz 2003). Den
myeloproliferativen Neoplasien liegt eine in der Uberwiegenden Anzahl der Falle
erworbene klonale Transformation pluripotenter hamatopoetischer Stammzellen
zugrunde aus der sich eine neoplastische Hamatopoese entwickelt, die ganz
unterschiedliche Zelldifferenzierungen umfassen kann und teilweise von einer
sekundaren Stromareaktion, der Myelofibrose, begleitet wird (Georgii et al.
1998; Thiele et al. 1999; Michiels und Thiele 2002). Es ist nun bekannt, dass
der PMF eine klonale Transformation pluripotenter hamatopoetischer ellen
zugrunde liegt mit immer wiederkehrenden molekularen Markern (i.e.
JAK2V617F, MPLW515L/K) und/oder zytogenetischen Markern (i.e. del(13q),
del (20qg), und Abweichungen, die die Chromosomen 1,7 und 12 betreffen)
(Tefferi 2007).

In der WHO-Klassifikation von 2001 wurden vier verschiedene Gruppen von
chronischen = myeloischen  Erkrankungen  unterschieden:  Chronische
myeloproliferative Erkankungen (CMPD), Myelodysplastische Syndrome (MDS),
Erkankungen mit sowohl myeloproliferativen als auch myelodysplastischen
Merkmalen (MDS/MPD), Mastzell-Erkrankungen.

Die WHO-Klassifikation von 2008 unterscheidet dagegen die folgenden
Gruppen: Myeloproliferative Neoplasien (MPN), Myelodysplastische Syndrome
(MDS), MDS/MPN, Myeloische Neoplasien mit Eosinophilie und genetischen
Abnormalitaten, die die Gene PDGFRA (platelet-derived growth factor receptor



alpha), PDGFRB (platelet-derived growth factor receptor beta) oder FGFR1
(fibroblast growth factor receptor 1) betreffen.
Zur Gruppe der MPN im Sinne der WHO-Klassifikation 2008 zahlen nun
folgende  Erkrankungen:  Chronische myeloische Leukamie (CML),
Polycythaemia vera (PV), Essentielle Thrombozythamie (ET), Primare
Myelofibrose (PMF), Chronische Neutrophilenleukdmie (CNL), Chronische
Eosinophilenleukamie (CEL), Hypereosinophiles Syndrom (HES),
Mastzellleukamie (MCD), unklassifizierbare myeloproliferative Neoplasien.
Die WHO-Klassifikation umfasst folgende Major- und Minorkriterien:
Majorkriterien:

1.) PMF-typische Knochenmarksveranderungen

2.) Ausschluss MDS und andere CMPE

3.) Ggf. JAK2V617F oder MPLW515L/K
Minorkriterien:

1.) Leukoerythroblastisches Blutbild

2.) LDH-Erhéhung

3.) Anamie

4.) Splenomegalie.
Es muissen zur Diagnose alle Major- und 2 Minorkriterien erflllt sein (Tefferi und
Vardiman 2008).
Klinische Symptome der PMF umfassen eine progressive Anamie, eine
massive Splenomegalie, einen leukoerythroblastischen Blutausstrich und
konstitutionelle Symptome (z.B. Kachexie). Die meisten Patienten werden nach
der sechsten Lebensdekade mit der Diagnose ,PMF“ konfontriert und die
durchschnittliche Uberlebenszeit nach Diagnose betragt 3,5 bis 10 Jahre.
Todesursachen schlieBen Infektion, Blutungen, Organversagen, Portale
Hypertonie und leukamische Transformation ein. Letztere tritt bei 8% bis 23 %
der Patienten in der ersten Dekade der Erkrankung auf (Tefferi 2005). Bei der
PMF handelt es sich um einen klonalen Stammzelldefekt, der durch eine
Beteiligung aller drei hamatopoetischen Zellreihen gekennzeichnet ist.
Charakteristika fur die PMF sind Myeloproliferation, Angiogenese,
Extramedullare Hamatopoese und die intramedullare kollagene Myelofibrose
(Odenike und Tefferi 2005). Die Panmyelose weist folgende gemeinsame

Merkmale auf: intakte Reifung, progressive Myelofibrose und Splenomegalie

10



(Ahmed und Chang 2006). Hinsichtlich der Genese der fibroosteosklerotischen
Veranderungen stellte sich heraus, dass die Myeloproliferation auf eine klonale
Vermehrung von hamatopoetischen Vorlauferzellen zurickzuflhren ist. Im
Gegensatz dazu sind die Fibroblasten, die an der fortschreitenden Myelofibrose
teilhaben, polyklonal (Bock et al. 2006).

Das morphologische Korrelat der multilinearen Neoplasie ist eine ausgepragte
Proliferation polymorpher herdbildender Megakaryozyten, eine Steigerung der
Granulopoese mit erhdhtem Anteil an frGheren Reifungsformen und eine oft
linksverschobene ineffektive Erythropoese. Im Hinblick auf die PMF ist eine
allgemein gultige Beschreibung der Knochenmarkhistologie insofern schwierig,
da in Abhangigkeit von den unterschiedlichen Stadien des Krankheitsverlaufes,
die Auspragung bestimmter morphologischer Phanomene sehr wechselhaft ist.
Im Allgemein lasst sich ein initiales bzw. frlhes préfibrotisches Stadium mit
einer deutlichen Hyperzellularitdt von manifesten und fortgeschrittenen
myelofibrotischen Phasen abgrenzen. Die einzelnen Stadien sind nicht nur
durch eine maRiggeradige Vermehrung und Linksverschiebung neutrophilen
Granulopoiese, sondern auch durch histotopographische Anomalien (haufige
Nesterbildungen, Verschiebung zu den endostalen Bildungszonen der
Granulopoiese) der megakaryozytaren Zellreihe gekennzeichnet. Insbesondere
sind in diesem Zusammenhang die in diagnostischer Hinsicht wichtigen
zytologischen Atypien der Megakaryozyten zu erwahnen, die sich einmal durch
Anhaufungen kleiner und riesengrofer Formen auszeichnen und zudem oft
chromatindichte, hypolobulierte Kerne (sog. Wolkenkerne) aufweisen sowie
schlieBlich eine deutliche Verschiebung der Kern-Zytoplasma-Relation zeigen.
Dagegen reift die Erythropoiese eher verzdgert aus und weist vermehrt
Vorlauferzellen (frGhe Erythroblasten) auf. Die morphologisch fassbare enge
Beziehung von atypischer Megakaryopoiese und Faservermehrung sowie
terminaler Osteosklerose im Verlaufe der Erkrankung lasst sich fur die PMF
besonders gut anhand von Sequenzbiopsien dokumentieren (Thiele und
Kvasnicka 2001).

Die PMF kann mit einer gesteigerten Vaskularisation, einer reaktiven
Ablagerung von extrazellularer Matrix, einer fakultativen Knochenneubildung
(Osteosklerose) und einer extramedullaren Hamatopoese assoziiert sein. Diese

Veranderungen des Mikromilieus im Knochenmark stellen Sekundarphanomene
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dar und sind die Folge einer Zytokinproduktion mit angiogenetischem,
fibrogenetischem und osteogenetischem Potential (Tefferi 2000; Thiele et al.
2000; Jaffe et al. 2001).

Sowohl Megakaryozyten als auch Monozyten gelten als Quelle der Zytokine,
die die Fibroblastenproliferation und die Osteogenese steigern. Die
Pathomechanismen der Deposition von Komponenten der extrazellularen
Matrix in der PMF sind weitgehend unklar. Insbesondere ist nicht bekannt,
welche Vorgange den Ubergang in eine manifeste Fibrose bedingen. Das liegt
auch daran, dass bei Vorliegen einer Knochenmarkfibrose die Zellularitat einer
Untersuchung durch Aspiration nicht mehr zuganglich ist. Eine Dysbalance
zwischen Kollagenen und Kollagenasen ist eine der diskutierten mdglichen
Ursachen flr eine progressive Fibrose (Tefferi 2000; Bock et al. 2006). Jedoch
werden mehrere pathogenetische Mechanismen fur die Entstehung der
Myelofibrose vermutet. Zum einen flhrt die Disintegration atypischer
Megakaryozyten mit Plattchenablagerungen in den extravasalen interstitiellen
Markraumen zur Ausschuttung zahlreicher Zytokine mit nachfolgenden
Veranderungen des Knochenmarksstromas. Diese Zytokine induzieren unter
anderem eine Fibroblastenproliferation mit gesteigerter Kollagenproduktion
(Kollagen Typ lll, spater Typ |) in Nachbarschaft der Megakaryozytenhaufen.
Zum anderen induzieren zirkulierende Immunkomplexe eine chronische
Entzindungsreaktion mit Nachweis von vaskulitischen Veranderungen,
Plasmozytose und vermehrter Lymphozyteninfiltration. Die Fibrosierung des
Knochenmarkes bei der PMF ist demnach eine sekundare Reaktion auf eine
zugrunde liegende Myeloproliferation mit obligater Beteiligung der
Megakaryozytopoese (Petrides et al. 2003).

Forderlich fur zukilnftige Therapiestrategien hat das Verstandnis fur die
Komplexitadt von  sowohl normalem als auch  myelofibrotischen
Knochenmarksstroma in den vergangenen Jahren auf3erordentlich
zugenommen. Dennoch verbleibt die Genese der Myelofibrose als Merkmal der
PMF unklar.

Bindegewebe besteht aus Zellen, i.e. Fibroblasten, Makrophagen, Endotheloid-
und Mastzellen und Extrazellularer Matrix (EZM). Kollagen, welches das
Haupt-Makromolekul in der EZM darstellt, wird hauptsachlich von Fibroblasten

produziert. Zu der nichtkollagendsen EZM  zahlen: Fibronektin,
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Thrombospondin, Basalmembranproteine (Laminin, Tenaskin und Vitronektin)
und Glykosaminoglykane (GAG), von denen Hyaluronan der Hauptvertreter ist.
Im Knochenmark ist der Kollagenspiegel abhangig von dem Gleichgewicht
zwischen Produktion und Abbau des Kollagens. Letzterer wird durch
Kollagenasen, Proteasen (die von Neutrophilen synthetisiert werden),
Monozyten, Endotheloidzellen und Fibroblasten geregelt.
Immunhistochemische Studien bei der MMM haben gezeigt, dass eine
markierte Neovaskularisierung in myelofibrotischem Knochenmarksstroma
zusammen mit einer gesteigerten Anlagerung von Kollagen Typ [, lll, IV und VI
(von diesen uberwiegend Kollagen Typ Ill) einhergeht. Eine vermehrte
Ablagerung von interstitiellen und Basalmembranproteinen, Fibronektin,
Laminin, Tenaskin und Vitronektin wurde auch dokumentiert fur die
fortgeschrittenen Phasen der Erkrankung. Die Zunahme von Kollagen spiegelt
sich dabei im Kreislauf Uber die Nebenprodukte der Fibroblastenproliferation:
z.B. das C-terminale Peptid von Prokollagen Typ | (PICP) und das N-terminale
Peptid von Kollagen Typ Ill (PllIP) wider. Die Plasmakonzentration von diesen
Komponenten ist vor allem bei Patienten mit aktiver Krankheit erhoht.

Im Hinblick auf die Entstehung der Myelofibrose wurden in den letzten Jahren
signifikante Fortschritte gemacht. Eine Anzahl von Studien beschaftigt sich mit
den pathogenetischen Ursachen von diesem auch namengebenden
Krankheitsmerkmal der PMF (Le Bousse-Kerdiles und Martyré 2000).

1.1 Experimentelle Befunde zur Genese der fibro-osteosklerotischen

Veranderungen bei der PMF

Der Grund fur die exzessive Knochenmarkfibrose, die bei der PMF beobachtet
wird, bleibt unklar. Mehrere pathogenetische Mechanismen werden flur die
Entstehung der Myelofibrose diskutiert. Morphologisch ist im Knochenmark eine
grol3e Anzahl von dysplastischen Megakaryozyten, eine sinusoidale Dilatation
und eine intravaskulare Hamatopoiese vorzufinden. Diese wird begleitet von
einer exzessiven Menge an Kollagen (Typ | und Ill) und anderen
Extrazellularmatrixproteinen wie Fibronektin und Proteoglykanen zusammen mit
einer  Knochenneubildung  (Osteosklerose) und  BlutgefalRneubildung

(Angioneogenese) (Dingli et al. 2004). Wie schon in fruheren Studien gezeigt
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wurde, sind Knochenmarksfibroblasten polyklonal (Castro-Malaspina et al.
1982; Greenberg et al. 1987; Wang et al. 1992), voll funktionsfahig und weisen
in vitro bestimmte Wachstumscharakteristika auf (Castro-Malaspina et al.
1982). Die extrazellularen Proteine werden von polyklonalen Fibroblasten,
Stromazellen und glatten Muskelzellen synthetisiert. Diese Reaktion in
Verbindung mit den zellular und extrazellular gemessenen Werten von
verschiedenen fibrogenetischen und angiogenetischen Zytokinen ist bei
Patienten mit MMM verandert und unterstitzt die These, dass die
histologischen Veranderungen im Knochenmark bei der MMM reaktiv und
zytokinvermittelt sind (Castro-Malaspina et al. 1981; Castro-Malaspina et al.
1982; Rameshwar et al. 1994). Aktuell ist die Quelle der fibrogenen Zytokine
noch nicht geklart und sowohl maligne Megakaryozyten (Katoh et al. 1990;
Martyré et al. 1994) als auch Zellen der Monozyten-Makrophagen-Zelllinie
(Rameshwar et al. 1994) sind mit der Pathogenese in Zusammenhang
gebracht worden (Dingli et al. 2004).

In dieser Hinsicht haben mehrere patientenzentrierte Studien die
pathogenetische Rolle von TGF-B (Terui et al. 1990; Martyré et al. 1991;
Martyré et al. 1994), PDGF (Martyré et al. 1991), bFGF (Le Bousse-Kerdiles et
al. 1996; Le Bousse-Kerdiles und Martyré 2001), VEGF (Di Raimondo et al.
2001) und Bindegewebsinhibitoren von Matrix- Metalloproteinen (Wang et al.
2002; Jensen et al. 2003) nachgewiesen. Im Hinblick auf die meist spate
Osteosklerose sind Osteokalzin und Osteoprotegerin (OPG) naher untersucht
worden (Dingli et al. 2004).

Neueren Studien zufolge liegt eine pathologische Interaktion (Emperipolesis)
zwischen Megakaryozyten und Neutrophilen/Eosinophilen vor. Megakaryozyten
schitten unangemesse Werte (quantitativ und nicht loco typico) an P-Selektin,
einem wichtigen Mediator bezlglich der Neutrophilenanlagerung, aus (Schmitt
et al. 2000; Centurione et al. 2004). Die von den Neutrophilen abstammenden
Enzyme, Elastase eingeschlossen, konnten also auch an dem pathologischen
Prozess beteiligt sein, indem sie die Ausschittung von myeloischen
Vorlauferzellen vereinfachen (Barosi et al. 2001; Pelus et al. 2004; Xu et al.
2005). Genauer betrachtet kommt es zu einer Ausschuttung von proteolytischen
Enzymen, sobald sich die Neutrophilen bei der Durchwanderung in den

Megakaryozyten befinden. Dies fuhrt zu dem Zelltod beider Zellen, was
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wiederum in einer Ausschidttung von in den Zellen befindlichen
Wachstumsfaktoren TGF-B und PDGF aus den a-Granula der Thrombozyten
resultiert. PDGF stimuliert die Proliferation von Fibroblasten, Mesenchym- und
glatten Muskelzellen. Die Fibroblastenproliferation fuhrt zu gesteigerter
Kollagenproduktion (Kollagen Typ Ill, spater Typ 1) in Nachbarschaft der
Megakaryozytencluster. TGF-B stimuliert die von PDGF stimulierten Zellen
wiederum EZM-Komponenten wie Kollagen und Proteoglykane zu
synthetisieren. Die TGF-B-Ausschuttung wird derzeitig mit der TPO-Stimulation
in Verbindung gebracht. Dies wurde in Tiermodellen belegt: in mit TPO
stimulierten Mausen konnte keine Myelofibrose nachgewiesen werden, wenn
kein TGF- ausgeschuttet wurde.

Die verstarkte Emperipolesis kdonnte auch eine Erklarung fur die erhdhte
Ausschuittung von Elastase und aktiviertem MMP-9, die bei Patienten mit MMM
beobachtet werden kann und verantwortlich ist fir die erhdhte Anzahl der
zirkulierenden CD34+-Vorlauferzellen (Dingli et al. 2004).

Das Ausmass der Osteosklerose und die Anzahl von Osteoklasten in MPN
wurden bereits friher untersucht (Thiele et al. 1989). Es wurde festgestellt,
dass die Gesamtflache von trabekularem Knochen und die Anzahl der
Osteoklasten bei der CML, Essentielle Thrombozythamie (ET), P.vera und in
den intitialen hyperzelluldaren Phasen der PMF abnahm. Im Gegensatz zu
diesen Befunden fand man in den fortgeschrittenen Phasen der PMF einen
signifikanten Anstieg in der Gesamtflache des Knochenanteiles und eine hohe
Anzahl von osteoklastischen Elementen und offensichtlich auch eine erhdhte
Anzahl von Osteoblasten. Es wurde diskutiet ob der Anstieg der
osteoklastischen-osteoblastischen Elemente in den spaten Stadien der AMM
maoglicherweise die Imbalance von Calcitriol (1,25 Dihydroxyvitamin D3) auf die
knécherne Homdostase reflektiert. Diese pathologische Knochenneubildung
wurde auf die Anwesenheit der atypischen Megakaryozytenproliferation
zuruckgefuhrt (Thiele et al. 1989).

Hinsichtlich der Osteosklerose ist OPG nachweislich ein wichtiger Inhibitor der
Osteoklastengenese. In Tiermodellen wurde nachgewiesen, dass eine erhohte

OPG-Ausschuttung zu einer Osteopetrose fuhrt (Simonet et al. 1997).
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Thrombopoietin fihrte in Tiermodellen zu einer Up-Regulierung der OPG-
Ausschuttung und konnte eine Erklarung fur die in der MMM beobachtete
Osteosklerose sein (Chagraoui et al. 2003).

Neuere Studien zeigten erhohte OPG-Werte im Blut bei Patienten mit PMF im
Gegensatz zu gesunden Probanden und Patienten mit einer anderen
Erkrankung des Chronisch Myeloproliferativen Formenkreises. Demzufolge liegt
nahe, dass die Osteosklerose mit erhdhter OPG-Ausschuttung assoziiert ist, die
nicht auf die Wirkung von TGF-f1 auf Knochenmarksstromazellen
zurlckgefuhrt wird, sondern eventuell mit der Wirkung von TGF-B1 oder
anderen Wachstumsfaktoren auf andere Zellen als Knochenmarksstromazellen
z.B. Osteoblasten (Wang et al. 2004).

Die fortgeschrittene PMF mit Osteosklerose und einer vermehrten Anzahl und
Dicke von Knochentrabekeln zeigt unerwartet wenige oder auch gar keine
Osteoklasten und Osteoblasten auf (Ward et al. 1971). Da die Bildung von
Osteoklasten durch Osteoprotegerin (OPG) inhibiert werden kann, wurde die
OPG-Ausschuttung von mehreren Studiengruppen untersucht. In 2005 wurden
Patienten mit einer fortgeschrittenen Myelofibrose und Myelosklerose
untersucht, die signifikant mehr OPG-mRNA-Werte (bis 71-fach) im Vergleich
zu Patienten im prafibrotischen Stadium und einer Kontrollgruppe aufzeigten.
Der ,receptor activator of nuclear factor kappa B ligand“ (RANKL), ein positiver
Regulator der Osteoklastendifferenzierung und vermeintlicher Antagonist von
OPG, ist ausschlieBlich in fortgeschrittener PMF bis zu 34fach erhoht
ausgeschuttet worden. Fallspezifische Kalkulationen der RANKL/OPG-
Quotienten in fortgeschrittener PMF zeigten ein breites Spektrum ohne
signifikante Unterschiede im Vergleich zu prafibrotischer PMF und nicht-
neoplastischer Hamatopoiese. Der immunhistochemische Nachweis des OPG-
Proteins zeigte eine starke Markierung von Endothelzellen in proliferierenden
Gefalden bei fibrotischer PMF und heterogen markierte Megakaryozyten und
Fibroblasten. Osteosklerose und die verminderter Osteoklastenfunktion in der
PMF scheinen somit mit einer erhdhten endothelialen OPG-Ausschittung
zusammenzuhangen, eine gleichzeitige Reduktion des Antagonisten RANKL
konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (Bock et al. 2005).

Zum anderen induzieren zirkulierende Immunkomplexe eine chronische

Entzindungsreaktion mit Nachweis von vaskulitischen Veranderungen,
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Plasmozytose und vermehrter Lymphzellinfiltration. Analog z.B. zur
Pathogenese der Leberzirrhose werden dabei auch im Knochenmark Zytokine
freigesetzt, die wiederum zur Fibroblastenproliferation und zunehmender
Fibrosierung (Kollagen Typ lll, spater Typ ) fihren (Ahmed und Chang 2006).
Die Fibrosierung des Knochenmarks bei der PMF ist demnach eine sekundare
Reaktion auf eine zugrunde liegende Myeloproliferation mit obligater Beteiligung
der Megakaryopoese (Wilmanns 1996).

Von der PMF mul} die reaktive Markfibrose streng abgegrenzt werden, die in
der Regel nicht mit einer extramedullaren Blutbildung und den
charakteristischen Blutbildveranderungen einhergeht. Ursachlich kommen
infektiose, immunologische, toxische, neoplastische und osteologische

Erkrankungen in Frage (Petrides et al. 2003).

1.1.2. In-vitro Experimente

Castro-Malaspina (Castro-Malaspina et al. 1984) war der erste, der vorschlug,
dass die Pathogenese der Myelofibrose auf eine unangemessene Ausschittung
von Wachstumsfaktoren aus Megakaryozyten zurtckzufihren ist. Dieser
Aussage entsprechend fuhrt eine Imbalance zwischen vermehrter
Kollagenproduktion durch einen aus Megakaryozyten stammenden
Wachstumsfaktor, der spater als PDGF (Castro-Malaspina et al. 1981)
identifiziert wurde und verminderter Kollagenabbau durch platelet factor four
(PF4), ein Kollagenaseinhibitor, zur Entstehung der Myelofibrose.

Die unangemessene Ausschuttung an Wachstumsfaktoren (PDGF, TGF-beta,
EGF, ECGF, bFGF, Calmodulin) wurde durch neuere Studien bekraftigt (Thiele
et al. 1991; Kreft et al. 2004), die auch morphologische Veranderungen an
Megakaryozyten und Thrombozyten feststellten.

Neuere Studien haben die bedeutende Schlusselrolle von PDGF und TGF- in
der Entwicklung der Myelofibrose belegt und gezeigt, dass beide essenzielle
Faktoren fUr die megakaryozytenabhangige Fibroblastenproliferation in vitro
sind (Martyré et al. 1994; Kimura et al. 1995; Martyré 1995; Schmitz et al.
1995).

Auf der Hypothese beruhend, dass Wachstumsfaktoren einen maf3geblichen

Einfluld auf die Myelofibrose besitzen, beurteilten mehrere Gruppen die PDGF-
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Aktivitat in CMPE und es zeigten sich folgende quantitative Veranderungen von
Thrombozyten-PDGF.

Es wurde eine allgemeine Verminderung von intrazellularem Thrombozyten-
PDGF in verschiedenen MPN beobachtet mit der Ausnahme der MMM, bei der
manche Gruppen reduzierte Thrombozyten-PDGF Aktivitat aufzeigten (Katoh et
al. 1990), wahrend andere Uuber eine erhdhte Thrombozyten-PDGF-
Konzentration berichteten (Martyré 1995). Diesen unterschiedlichen Studien
zufolge scheint das intrazellulare Thrombozyten-PDGF nicht strikt mit dem
Ausmal} der Fibrose zu korrelieren. Folglich, kann das Ausstromen von PDGF
nicht vollstandig fur die Komplexitdt des myelofibrotischen Stromas
verantwortlich  gemacht  werden, obwohl es zweifelsohne die
Fibroblastenproliferation induziert und es liegt nahe, dass zusatzliche von MK
stammende Wachstumsfaktoren beteiligt sind.

Der Rolle von zwei Wachstumsfaktoren, die beide maRgeblich fibrogen sind,
wurde besondere Aufmerksamkeit geschenkt: TGF-B und bFGF (Klagsburn
1998; Le Bousse-Kerdiles und Martyré 2000).

TFG-B wird in Megakaryozyten synthetisiert und in Thrombozyten gespeichert
und ist maldgeblich an der Aktivitatsregelung von Genen beteiligt, die an der
EZM-Synthese beteiligt sind. Die pathogenetische Bedeutung von TGF-f liegt
in seiner Eigenschaft die Biosynthese von Kollagen Typ I, lll und IV, Fibronektin
(Ignotz 1986), Tenaskin und Proteoglykan (Pearson et al. 1998) zu steigern.
Gleichzeitig blockiert es den Abbau der Matrix, indem es die Synthese von
kollagenaseahnlichen Proteasen (Edwards et al. 1987) vermindert und die
Ausschuttung von Proteaseinhibitoren verstarkt (Laiho et al. 1987). Eine Reihe
von experimentellen Studien betont seine malgebende Rolle bei der
Pathogenese der Myelofibrose. Seine Beteiligung in diesem Prozess wurde das
erste Mal in Berichten von erhohten TGF-beta1-Werten bei Patienten mit MMM
(Martyré et al. 1991; Zauli et al. 1993) gezeigt. Dieses Ergebnis wurde bestarkt
durch Aufzeigen von verminderter TGF-B Produktion durch Megakaryoblasten
in akuter megakaryoblastarer Leukamie (Terui et al. 1990) und erhdohten TGF-8
Plasmakonzentrationen, die mit dem vermehrten Knochenmarksstromaumsatz
bei megakaryozytarer Leukamie korrelierten (Reilly et al. 1993).

Weitere Studien der Le Bousse-Kerdilés und Martyré-Gruppe zeigten, dass die

Expression von TGF-beta (mMRNA und/oder ein sekretorisches Peptid) auch in
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den peripheren mononukledaren Blutzellen (PBMC) von Patienten erhoht ist
(Martyré et al. 1994) und spater als zirkulierende Megakaryozyten identifiziert
wurden, indem man sie mit monoklonalen anti-gplibllla Antikérpern (ein
spezifischer Marker der megakaryozytaren Zelllinie) kennzeichnete. Unter
Berucksichtigung von in-situ Daten eines signifikant erhdhten Spiegels fur
PDGF-mRNA in den Megakaryozyten (Katoh et al. 1990) ist zu schliel3en, dass
dieser Mediator die Synthese der wichtigen Matrix-Protein-Kollagentypen 1, IlI
und Fibronektin stimuliert, die in der Enstehung der Myelofibrose resultieren
(Reilly et al. 1992).

Insgesamt legen alle diese Ergebnisse nahe, dass TGF-f und MK in
Zusammenhang stehen mit der Pathophysiologie der MMM (Martyré et al.
1994) und dass die megakaryozytare Linie von groRRer Wichtigkeit fur die
Entwicklung der Myelofibrose ist. Die Korrelation von stetig zunehmender
Myelofibrose in Ubereinstimmung mit der Proliferation von Megakaryozyten in
CML- Patienten, unterstreicht nachhaltig die Korrelation zwischen dieser
Zelllinie und der Fibrose (Buhr et al. 1993). Eine Myelofibrose kann auch in
anderen MPN beobachtet werden sehr gut untersucht bei der Chronisch
Myeloischen Leukamie (CML) und auch bei Polyzythamia Vera (PV). Im
Gegensatz dazu ist eine Myelofibrose bei Essentieller Thrombozythamie
Ublicherweise nicht zu beobachten, obwohl eine erhdhte Megakaryozyten- und
Thrombozytenzahl vorzufinden ist, befinden sich die TGF-p-Werte im
Normalbereich.

bFGF wird von einer Mehrzahl von Zelltypen produziert, Stroma und
hamatopoetische Zellen eingeschlossen (Klagsburn 1998). Auch in
Megakaryozyten und Thrombozyten entdeckt, ist bFGF ein leistungsfahiges
Mitogen fur Stromazellen des Knochenmarks (Li et al. 1991). Es wurde gezeigt,
dass bFGF an der Hamatopoese beteiligt ist (Oliver et al. 1990), insbesondere
indem es die Proliferation von Megakaryozyten und deren Vorlaufern im
Knochenmark mdglich macht und indem es deren Adhasion an Fibroblasten
des Knochenmarksstromas verstarkt (Han et al. 1992; Bruno et al. 1993;
Avraham et al. 1994). Angaben, die auf seine mdglichen Auswirkungen auf
hamatologische Funktionsstorungen hinweisen, sind immer noch rar. Dennoch
haben kurzlich Studien gezeigt, dass bFGF in zirkulierenden MK und

Thrombozyten von Patienten mit MMM verstarkt ausgeschuttet wird (Martyré et
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al. 1997). Interessanterweise schitten megakaryozytare Zellen kein bFGF aus
wahrend sie es produzieren. Das Fehlen des sekretorischen Signals, welche
die Ausschuttung Uber den ublichen Endoplasmatisches Retikulum-Golgi Weg
leiten wurde, ist ein verbliffendes Merkmal, welchen von allen Formen des
primaren Translationsproduktes von bFGF geteilt wird. Daher sind andere
Wege wie Exozytose, subletale Zellverletzung und/oder Zelllyse als
Moglichkeiten der bFGF-Ausschittung vermutet worden. Im Anbetracht der
atypischen Megakaryozyten und den offensichtlichen Abweichungen von Kern-
Zytoplasma-Reife und der dysplastischen und nekrotischen Erscheinung in
MMM sind die beiden letzteren Routen wahrscheinlich.

Die erhdhten bFGF Werte im Harn (Dalley et al. 1996) und die erhéhten bFGF
Werte im Serum, die bei MMM Patienten (Martyré et al.. 1997) festgestellt
wurden, koénnten von einer unangemessenen Ausschittung und/oder
Ausstromen aus solchen Megakaryozyten und/oder Thrombozyten
herstammen. Einmal ins Knochenmark abgegeben, binden sowohl TGF-§ als
auch bFGF an Heparansulfat-Proteoglykane in der EZM und an den
Basalmembranen (Moscatelli 1988; Lopez-Casillas et al. 1991).

Die anhaltende Ausschittung der beiden gespeicherten Wachstumsfaktoren,
welche in hoher Menge bei Patienten mit MMM produziert werden, legt nahe,
dass diese an der fortschreitenden Veranderung des Knochenmarksstroma
beteiligt sind.

Daruber hinaus wird TGF-, bei der MMM in Megakaryozyten/Thrombozyten,
wie in den meisten Zellen, hauptsachlich in einer latent inaktiven Form
produziert, die dann anschliefend physiologisch aktiviert wird. Zu der
Komplexitat des myelofibrotischen Prozesses sei hinzugefugt, dass vermutet
werden kann, dass die anhaltende Ausschuttung von gespeichertem TGF-3
aus einer moglichen Fehlentwicklung in der enzymatischen Maschinerie,
welche die TGF-3 Aktivitat reguliert, herstammt.

SchlufRendlich sollten die angiogenetischen Eigenschaften (Folkman und Shing
1992) von TGF-beta und bFGF in der MMM betont werden, da
Neoangiogenese ein  haufiges Merkmal dieser myeloproliferativen
Funktionsstorung ist.

Im Rahmen dieser Vorgange ist nicht nur die besondere Bedeutung von PDGF

und TGF-B hervorzuheben, sondern auch die Tatsache, dass fur die
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Megakaryozyten/Fibroblasteninteraktionen eine enge raumliche Beziehung
(durch B1-Integrine) notwendig ist, um einen relevanten Fibroblasten-
stimulierenden Effekt zu erreichen (Schmitz et al. 1995).

Der Einsatz von Zellkulturen welche die Zelltypen voneinander trennte,
schwachte diesen megakaryozytenabhangigen Effekt signifikant (Schmitz et al.
1995). Dieses Merkmal ist auch Ubereinstimmend mit der histomorphologischen
Untersuchung von Knochenmarksproben, welche eine Benachbarung von MK
und Retikulin und Kollagenfibrillen zeigt (Burkhardt et al. 1984; Thiele et al.
1989; Buhr et al. 1992; Thiele et al. 1993). In diesem Zusammenhang wurden
diverse B1-Rezeptoren untersucht. Zu der Vermittlung von enger raumlicher
Nahe, sind a5p31-Rezeptoren an der Fibrillogenese von Fibronektin beteiligt (Wu
et al. 1995).

Diese Tatsache konnte die Vermutung bestatigen, dass Fibronektinfibrillen
sowohl die Fahigkeit von sekretierten TGF-B-Molekllen an diese Matrix zu
binden, intensivieren (Fava et al. 1987) als auch zu einer héheren lokalen
Konzentration  von  Wachstumsfaktor  fuhrt. Doch auch  andere
Wachstumsfaktoren kénnen an der Atiologie der Knochenmarksfibrose in der
MMM beteiligt sein. Epidermal Growth Factor (EGF), welches auch in den a-
granula der Thrombozyten vorhanden ist, kdnnte insofern wichtig sein, da es
mit PDGF und TGF-B bei der Stimulation der Fibroblastenproliferation im
Knochenmark kooperiert (Kimura A. et al. 1988). Nichtsdestotrotz, ist keine
Anderung in seiner Ausschittung in MMM Patienten beobachtet worden;
ahnliche intrazellulare Thrombozytenwerte sind auch in gesunden Leichen und
Patienten in der bisher einzigen EGF Studie nachgewiesen worden (Martyré
1991).

Neben den bereits erwahnten Wachstumsfaktoren, wurde kurzlich festgestellt,
dass myeloische MK eine groRe Menge an Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) produzieren und sekretieren kbnnen und dass PDGF, EGF, bFGF und
TGF-B die Expression von VEGF erhdhen kénnen (Brogi et al. 1994; Tsai et al.
1995). VEGEF ist ein multifunktionelles Zytokin, welches bei der Angiogenese
mitwirkt und auch die Fibrose begunstigen kann. VEGF macht die
mikrovaskularen Endothelzellen hyperpermeabel, indem es zulasst, dass sie
ihre Plasmaproteine in den Extravasalraum ausschutten. Dies flhrt zu

tiefgreifenden Veranderungen in der EZM und konnte zur Fibrose fihren. Nach
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der kurzlichen Entdeckung von erhohten VEGF Plasmawerten in MMM
(Novetsky et al. 1997) wird vermutet, dass VEGF an dem Ablauf der Krankheit
teilhat.

Fur Calmodulin, welches reichlich in Thrombozyten vorkommt, wurde in vitro
nachgewiesen, dass extrazellulares Calmodulin die Proliferation von normalen
humanen Fibroblasten regulieren kann (Dalley et al. 1996). Im Gegensatz zu
nichtfibrotischen MPN  sind erhohte Harnwerte von Calmodulin in MMM
gefunden worden. Dieses Ergebnis kdnnte eine unangemessene Ausschuttung
aus fehlerhaften MK/Thrombozyten widerspiegeln (Eastham et al. 1994; Dalley
et al. 1996), welche in Verbindung mit anderen Wachstumsfaktoren an der

Fibroblastenproliferation und/oder Aktivierung bei der MMM teilnehmen kdnnten

WeiterfUhrende Studien befassten sich mit der Rolle von Selektinen (CD62L,
CD62P) und megakaryozytischen Glykoproteinen (CD41a, CD42b), die
nachweislich MK-Fibroblasten Interaktionen im menschlichen Knochenmark
verursachen, indem CD62L und CD62P die Anlagerung an
Knochenmarksfibroblasten induzieren. CD41a und CD42b bringen ihre Wirkung
auf das megakaryozytenabhangige Fibroblastenwachstum zur Geltung
(Wickenhauser et al. 2000).

In vitro Studien zeigten auch, dass die von Megakaryozyten induzierte
Fibroblastenproliferation mittels Costimulation durch IL-6/IL-3 verstarkt wird und
abhangig ist von sekretorischen und die Adhasion betreffenden Ereignissen. In
Bezug auf die Entwicklung der Myelofibrose bei MPN sind diese Ergebnisse
von besonderem Interesse, da verschiedene Progenitorzellen- die
megakaryozytare Linie mit eingeschlossen hypersensitiv gegenuber IL-3 und
ein unangemessene Sekretion von IL-6 aus MK fur diese Erkrankung
beschrieben wird (Schmitz et al. 1999). Auch hamatopoetische
Wachstumsfaktoren spielen bei der Pathogenese der Myelofibrose eine Rolle.
Es wird spekuliert, dass bei der MMM M-CSF Makrophagen aktivieren kdnnte,
Zytokine zu produzieren, die zusammen mit MK an der Fibrose und
Myeloproliferation beteiligt sein konnten. Auch andere hamatopoetische
Zytokine wie Erythropoetin, Stammzellfaktor und IL-6 (Wang et al. 1997) sind
vermutlich auch an dem komplexen Netzwerk das zur Entstehung der MMM
fuhrt, beteiligt (Le Bousse-Kerdiles und Martyré 2000).
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Zusammengefaldt ergibt sich hier ein komplexes Netzwerk, das zahlreiche
autokrine und parakrine Feedbackmechanismen umfasst. Die Ergebnisse
stltzen die These, dass Wechselwirkungen zwischen MK und Fibroblasten ein
durch Zytokine vermitteltes funktionelles Netzwerk miteinbeziehen, welches
durch verschiedene Faktoren wie raumliche Nahe, Zytokinstimulation und
geringe Konzentration an Mediatoren, vor allem PDGF und TGF-§ existieren. In
diesem komplexen System scheint auch rhIL-3 eine duferst wichtige Rolle in
der Forderung dieser verschiedenen Zwischen- und Wechselwirkungen zu
spielen (Schmitz et al. 1995).

1.1.3 Tiermodelle

In den letzten Jahren sind signifikante Fortschritte im Hinblick auf die
pathogenetischen Mechanismen, die zu der klonalen Myeloproliferation und
der reaktiven Myelofibrose bei der MMM flhren, gemacht worden.

Um diesen Aspekt naher zu untersuchen, wurden Mausemodelle konstruiert,
um den Mechanismen und der Pathogenese der Myelofibrose und
Osteosklerose auf den Grund zu gehen. Als zusatzlicher Gewinn besteht bei
Mausemodellen die Madglichkeit, krankheitsspezifische Molekulardefekte zu
entdecken, die zukunftstrachtig die Therapie der PMF auf genetischer Ebene
verbessern konnten. Die Entwicklung der extramedullaren Hamatopoiese und
die Entwicklung der Myelofibrose, ausnahmslos mit Thrombozytose und
Megakaryozyten-clustern assoziiert, wurde in mehreren Mausemodellen, die im
Rahmen von MPN durchgefuhrt wurden, beobachtet. Darin eingeschlossen:
M&use mit TEL/PDGbetaR® oder TEL/JAK? Fusions-Genen oder Ma&usen,
denen hamatopoetische Zellen transplantiert wurden, die FLT3-ITD (FLT3
internal tandem implications) enthalten, welches von primar menschlichen
Leukamiezellen geklont wurde (Vannucchi et al. 2005).

Es gibt zwei spezifische Mausemodelle, die mehrere Aspekte der PMF
wiederspiegeln. In diesen Mausemodellen wurde in vivo entweder eine
unangemessene Ausschuttung von Thrombopoietin (TPO), der physiologische
Regulator der Hamatopoiese, verursacht (TPO™" Mause) oder die
megakaryozytare Zelllinie mittels der verminderten Ausschattung von
Transkriptionsfaktor GATA-1 (GATA-1°" Mause) unterdriickt.
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GATA-1, ein Transkriptionsfaktor, gehort zu der letztlich entdeckten zinc finger
Gruppe, die Transkriptionsfaktoren beinhaltet, welche eine prominente Rolle in
der erythroiden und megakaryozytaren Entwicklung spielen (Shivdasani et al.
1997; Ohneda 2002). Die Bildung von Megakaryozyten aus megakaryocyte-
erythroid progenitor (MEP) ist vollkommen von funktionierenden GATA-1- und
dem obligaten Co-Faktor FOG-1-Komplexen (,Friend of GATA-1%) abhangig.
Dies wurde in Studien gezeigt, in denen Uberschneidende Phanotypen von
verschiedenen Mausemutanten entweder GATA-1 oder FOG-1 einschlossen
(Tsang et al. 1998; Chang et al. 2002). GATA1 interveniert auch in den letzten
Phasen der Megakaryozytendifferenzierung, wenngleich zu diesem Stadium die
Effekte auch indirekt und moglicherweise durch nachgeschaltete Faktoren
zustande kommen koénnten wie z.B. durch NF-E2 (Shivdasani et al. 1995),
dessen mMRNA vermindert in GATA1-defekten Mausen gefunden wurde (Vyas
et al. 1999). Familiare Defekte von GATA-1 resultieren in Thrombozytopenie mit
reduzierten Thrombozytengranula und kleinen pathologischen Megakaryozyten
im Knochenmark (Nichols et al. 2000; Freson et al. 2001), mit variablen
Defekten der erythroiden Zellen assoziiert. Wahrend Mause ohne GATA-1-
Ausschittung in utero an schwerer Anamie sterben, ist eine geringflugige
Ausschittung des Transkriptionsfaktors mit dem Uberleben vereinbar (Pevny et
al. 1991; Shivdasani et al. 1997). In Abwesenheit von GATA-1 akkumulieren
Megakaryozyten im  Knochenmark und entwickeln nukleare und
zytoplasmatische Dysplasien, meist findet keine Endomitose statt (Vyas et al.
1999). Diese GATA-1"" Mause entwickeln eine progressive Andmie,
Myelofibrose und extramedullare Hamatopoiese und weisen eine erhohte
Anzahl von zirkulierenden Vorlauferzellen auf, wenn sie altern (Vannucchi A.M.
2002). Zusatzlich sind im Gegensatz zu gleichalten normalen Mausen erhdhte
Werte von TGF-B1, PDGF, VEGF und Osteokalzin in dem Knochenmark der
GATA-1°" Mause zu finden (Vannucchi et al. 2002). Die mégliche Rolle von
GATA-1 in hamatopoetischen Erkrankungen wird ausserdem durch folgende
Beobachtung unterstitzt: in erworbenen Mutationen in GATA-1 konnte eine
vorubergehende myeloische Funktionsstorung bei Patienten mit Down-Syndrom
beobachtet werden (Groet et al. 2003). Wiedem auch sei ist die Stellung der
GATA-1-Ausschuttung bei Patienten mit MMM umstritten. Eine Studiengruppe

berichtete von keiner nachweisbaren GATA-1-Ausschiittung in CD34"-Zellen,
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die von Patienten mit Myelofibrose isoliert worden waren (Martyré et al. 2003).
Im Gegensatz dazu berichtet eine andere Gruppe von erniedrigten GATA-1-
Werten in Vorlauferzellen, die von Patienten mit MMM isoliert wurden
(Vannucchi et al. 2003). Wahrend die Wechselwirkungen zwischen TPO und
GATA-1 im Augenblick noch nicht ganz entschlusselt sind, schutten
Megakaryozyten von GATA-1°" Mausen verminderte Mengen von c-mpl aus.
Die TPO-Ausschuttung wird nicht durch die Transkriptionsmenge kontrolliert,
sondern durch die Beseitigung aus dem Kreislauf (Tefferi et al. 2003). C-mpl -
sowohl auf Megakaryozyten als auch auf Thrombozyten - ist fur die Beseitigung
von TPO aus dem Kreislauf verantwortlich. Daher kdnnten die verminderten
Werte der c-mpl-Ausschittung mdglicherweise auf die verminderte
Ausschuttung von GATA-1 zurtckzufuhren sein und zum Teil die durchgehend
hohen Werte von TPO in diesen Patienten und die damit verbundene
Myelofibrose erklaren (Dingli et al. 2004).

TPO, welches auch als MPI-Ligand oder megakaryocyte growth and
development factor (MGDF) bekannt ist, ist der wichtigste physiologische
humorale Regulator der Thrombozytenproduktion (Kaushansly 1995; De
Sauvage et al. 1996). Ehemals fur einen dominanten Wachstumsfaktor der
megakaryozytaren Zelllinie gehalten, spielt TPO eine wichtige Rolle fur das
Uberleben und die Proliferation der Vorlauferzellen von verschiedenen
hamatopoetischen Zelllinien, inklusive primitiver Stammzellen (Alexander et al.
1996; Carver-Moore et al. 1996; Solar et al. 1998). Das Molekul wird
hauptsachlich von der Leber und Niere produziert und die Clearance aus dem
Plasma wird durch Rezeptoraufnahme, Internalisation und Abbau geregelt
(Cohen-Solal et al. 1996; Fielder et al. 1996). Demzufolge nimmt TPO eine
besondere Position unter anderen hamatopoietischen Zellen ein, da seine
Produktion nicht via Transkription geregelt wird und TPO physiologisch dafur
notwendig ist, die Megakaryozytose und Thrombozytose aufrechtzuerhalten-
zusatzlich zur Aufrechterhaltung und Reifung von primitiven und verschiedenen
anderen myeloischen Vorlauferzellen. Um die biologischen Effekte, die mit einer
chronischen Exposition von TPO assoziiert sind, in vivo zu bewerten, sind
verschiedene Methoden verwendet worden. Bei der einfachsten
Herangehensweise wurde eine verkirzte Version des rekombinanten TPO-

Molekuls mit einem Polyethylen Glycol Schwanz (PEG-r-MGDF) gekoppelt und
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14 Tage lang taglich in erwachsene Mause injiziert. Alle Mause entwickelten
eine Thrombozytose in Anwesenheit von groen Thrombozyten, Leukozytose,
Anamie, Splenomegalie mit erhdhten Megakaryozytenwerten und eine
extramedullare Hamatopoiese. Bei der hdchsten Dosis, die injiziert wurde,
konnte eine herdférmige Ablagerung von Retikulinfasern im Knochenmark
beobachtet werden, welche sich nach Beendigung der Injektionen rasch
zuruckbildete. Als alternativer Ansatz zu den taglichen Injektionen wurde TPO
mit Hilfe von durch in der Replikation fehlerhafte Adenovirusvektoren in die
Mause gebracht. Die Genexpression mit Hilfe von diesen Vektoren war nur
vorubergehend, da sie durch extrachromosomale Ablagerung von genetischem
Material und immunologische Clearance von infizierten Zellen, die Adenovirus-
codierte  Proteine  ausschuitteten, gebremst wurde. Rekombinante
Adenovektoren, die ein humanes TPO-Gen kodieren, wurden in verschiedene
Mausestamme und auf verschiedene Art und Weise in Mause injiziert. Ohne
Bezug auf die Art der Injektion, ob subkutan (Ohwada et al. 1996), intratracheal
(Canizzo et al. 1997), intraperitoneal (Frey et al. 1998) oder intravends (Abina
et al. 1998) entwickelten immunkompetente Mause eine Thrombozytose mit
einem Maximum an Tag 7, die bald von einer immunologischen
Thrombozytopenie gefolgt wurde, welche auf die Bildung von neutralisierenden
Antikérpern gegen menschliches TPO-Protein und Kreuzreaktionen mit dem
endogenen Mausprotein zuruckzufuhren war (Abina et al. 1998; Frey et al.
1998). Um immunologische Reaktionen zu vermeiden, wurden Studien
durchgefuhrt mit Mausen mit schwerwiegenden kombinierten Immundefekt
(SCID) und mit nicht-adipésen diabetischen (NOD = non-obese-diabetic) —
SCID Mausen. SCID Mause entwickelten rasch eine Thrombozytose,
Leukozytose und eine durch Megakaryozyten gekennzeichnete Hyperplasie der
Milz und des Knochenmarks, die mit einer progressiven Myelofibrose und
Osteosklerose assoziiert war (Abina et al. 1998; Frey et al. 1998). Trotz
Thrombozytose und Hypermegakaryozytose, die sich auch in NOD-SCID
Mausen zeigte, entwickelten sich erstaunlicherweise keine fibrotischen und
sklerotischen Veranderungen. Da NOD-SCID sich von SCID Mausen durch
defekte Zellen der monozytaren Zelllinie unterscheiden, wurden die Ergebnisse
so interpretiert, dass moglicherweise Monozyten eine Rolle in der Pathogenese

der Myelofibrose spielen. Wiedem auch sei wurde diese Interpretation durch
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keine andere Studie belegt, die zeigen konnte, dass sich tatsachlich eine
Myelofibrose bei NON-SCID Mausen enwickelt, die kontinuierlich hohen TPO-
Werten ausgesetzt werden.

Retrovirale Vektoren, die ein Maus-TPO-Protein verschliusseln, wurden benutzt,
um eine dauerhafte Ausschittung des Transgens zu erreichen.
Knochenmarkszellen von Mausen, die mit 5-Fluorouracil vorbehandelt worden
waren, wurden in vitro mit dem defekten Replikationsvirion infiziert und in letal
bestrahlte gen-identische Wirte injiziert, um ein hamatopoetisches System
langfristig wiederherzustellen.

Es sind zwei Studien bekannt, die ahnliche, aber nicht identische Ergebnisse
hatten. Yan et al. (Yan et al. 1995; Yan et al. 1996) berichteten von einer
Erhohung der Thrombozytenwerte, die einige Tage nach der Transplantation
begann und etwa flr einen Monat anhielt. Danach verminderten sich die
Thrombozytenwerte wieder, blieben aber wahrend dem 17 Monate langem
follow-up Uber dem Normalwert. Dementsprechend waren die TPO-Werte im
Plasma 3 Wochen stark erhoht, fielen danach aber ab. Die Mause zeigten eine
milde Anamie, eine marked Leukozytose, die mit einem Anstieg von
zirkulierenden Vorlauferzellen, Splenomegalie mit megakaryozytarer und
granulozytarer Hyperplasie und extramedullarer Hadmatopoiese assoziiert war.
Zehn Wochen nach der Transplantation war die Knochenmarkshdhle mit einem
dichten Netzwerk von Retikulinfasern obliteriert und es hatte sich trabekularer
Knochen neu gebildet. Kein Tier starb wahrend des follow-up.

Die zweite Gruppe (Villeval et al. 1997) beschrieb eine ernstere Erkrankung, da
100% der Mause innerhalb von neun Monaten an einer Erkrankung, die durch
zwei verschiedene Phasen gekennzeichnet war, starben. Bald nach
Transplantation und wahrend der folgenden 2 Wochen konnte eine starke
Zunahme der Thrombozyten und Leukozytenwerte beobachtet werden,
wohingegen der Hamatokrit leicht erniedrigt war. Die absolute Anzahl der
myeloischen Progenitorzellen war im Blut, Milz und Knochenmark erhoht. Die
vergroRerte Milz und das Mark waren massiv durch reife Granulozyten und
durch Megakaryozyten gepragt, die sich oft in groRen Clustern versammelten.
Acht bis zehn Wochen nach der Transplantation konnte eine drastische
Verminderung der Thrombozytenwerte, der kernhaltigen Zellen und roten

Blutkdrperchen beobachtet werden, die insgesamt zu einer schweren Zytopenie
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fuhrte. Eine extramedullare Hamatopoiese konnte in mehreren Organen
nachgewiesen werden. Schwere Fibrose mit Kollagenablagerungen konnte in
Milz und Knochenmark beobachtet werden, aber nicht in anderen Organen und
die femorale Kavitdt wurde mit neuen Knochentrabekeln gefullt.
Bemerkenswerterweise starb eine kleine Anzahl von Mausen an einem
klinischen Bild einer leukamischen Transformation. Folglich konnte die typische
Entwicklung der Funktionsstérung durch Villeval et al. beobachtet werden
(Villeval et al. 1997), die klinische Merkmale nachahmte, welche auch in der
Entwicklung der menschlichen idiopathischen Myelofibrose beobachtet werden
kann. Der Unterschied bezuglich der Letalitat zwischen den beiden Modellen ist
vermutlich auf die extrem hohe ektopische TPO-Produktion zurtickzuflihren, die
bei der Villeval-Studie erreicht (etwa 1000fach Erhéhung zum Normalwert) und
die ganze Zeit durch aufrechterhalten wurde.

SchluRendlich wurden transgene Mause durch Klonen von humaner TPO-cDNA
mit nachgeschaltetem Apolipoprotein E (ApoE)-Promotor und einer
leberspezifischen Verstarkerregion, die eine Ausschittung in der Leber
bewirken sollte, gewonnen (Zhou et al. 1997). Zwei Reihen wurden gewonnen
mit einer 1,3fachen TPO-Produktion in der einen Reihe und einer 30fachen in
der anderen. Mit der letzteren wurden Studien durchgeflihrt, die zeigten, dass
Mause fur mehr als 500 Tage Uberlebten trotz funffach erhdhter Steigerung der
Thrombozytenwerte, einer zweifachen Vermehrung der Blutleukozyten und
einer milden Anamie. Obwohl die Anzahl der Megakaryozyten in der Milz und
im Knochenmark stark vermehrt waren, konnte zu keinem Zeitpunkt eine
Myelofibrose beobachtet werden.

Insgesamt zeigen diese Studien, dass eine chronische Erhéhung der TPO-
Werte zu einer signifikanten Stimulierung der Megakaryozytopoiese und
Thrombozytopoiese fuhrt, die in der Mehrzahl mit einer Myeloproliferation
vergesellschaftet ist. In Studien mit durchgehend hoher TPO-Produktion wurde
die hyperproliferative Phase von einem Knochenmarksversagen/defekt gefolgt,
welche auf Myelofibrose und Osteosklerose zuruckzufuhren war. Ein direkter
Effekt von TPO auf Zellen des Microenvironment ist unwahrscheinlich seitdem
transgene Mause mit leber-gerichteter TPO-Ausschittung keine Myelofibrose
entwickelten, obwohl die TPO-Plasmawerte wahrend der gesamten

Lebensdauer 30fach erhdoht waren. Zytologische und histologische Studien, die
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mit Mausen wahrend der myelofibrotischen Phasen durchgeflhrt wurden,
beschreiben Ubergrolie Thrombozyten von dysplastischer Morphologie und
atypischen Megakaryozyten mit pyknotischen Nuklei und verstarkter
Emperipolesis, welche nahe legt, dass eine exzessive TPO-Stimulation Uber
langere Zeit stérend auf den normalen Prozess der Megakaryozytenreifung
wirken konnte (Yan et al. 1995; Villeval et al. 1997; Schmitt et al. 2000).
Darlberhinaus wurden signifikante Erhdhungen von TGF-1 und PDGF im
Plasma gefunden, die auf eine Koinzidenz zwischen einer unangemessenen
Ausschittung von Zytokinen durch Megakaryozyten und der Entwicklung der
Myelofibrose hinweisen (Vannucchi et al. 2005; Le Bousse-Kerdiles et al. 2008).
Solche Tiermodelle, bei denen einzelne Gene ausgeschaltet wurden (knockout-
Experimente), legen nahe, dass TGF-§3, welches von hamatopoietischen Zellen
stammt, eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der
Knochenmarksfibrose spielt. Dasselbe gilt fir aus Knochenmarksstromazellen
stammenden Osteoprotegerin in der Pathogenese der Osteosklerose.

Die Osteosklerose stellt die andere das Microenvironment betreffende
Hauptveranderung des Knochenmarks dar, die sowohl bei den Mausemodellen
als auch bei der menschlichen Erkrankung auftritt. Der Knochenumbau kommt
durch das Gleichgewicht der Aktivitat zweier Zellen zustande: Osteoblasten und
Osteoklasten (Ducy et al. 2000; Teitelbaum 2000). Osteoblasten stammen von
mesenchymalen Vorlauferzellen, die durch verschiedene regulatorische
Prozesse beeinflusst werden. Verschiedene Wachstumsfaktoren (TGF-
eingeschlossen) haben einen stimulatorischen oder inhibitorischen Effekt
(Centrella et al. 1994; Alliston et al. 2001). Osteoklasten hingegen sind
hamatopoietischer Abstammung. Sie stammen von monozytaren Zellen und
bendtigen zur Proliferation macrophage-stimulating factor (M-CSF) und RANK-L
(Receptor activator-Ligand of NF-KB). Osteoprotegerin ist ein Glykoprotein mit
inhibitorischer Wirkung auf Osteoklasten. Rank wird an der Oberflache von
Osteoklasten Vorlauferzellen, der entsprechende Ligand RANKL an der
Oberflache von Praosteoklasten exprimiert. Durch Interaktion dieser beiden
Molekule wird die Osteoklastengenese induziert, auch fir die Fusion
mehrkerniger Zellen und die folgende Aktivierung der Osteoklasten ist eine
Bindung von RANKL an RANK erforderlich. OPG ist ein I6slicher Rezeptor, der

von verschiedenen Geweben gebildet wird. Als ,decoy receptor blockiert OPG
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die Interaktion zwischen RANK und RANKL und damit die Schritte der
Rekrutierung und Proliferation und Aktivierung der Osteoklasten. Demzufolge
sind OPG und RANK-L, die hauptsachlich von Osteoblasten und Stromazellen
produziert werden mit TGF-f1 als negative Regulatoren der
Osteoklastengenese zu sehen, indem sie einerseits die OPG-Produktion
stimulieren und die RANK-L Expression down-regulieren (Takai et al. 1998). Die
entscheidende Rolle von dem OPG/RANK/RANK-L-Trio ist elegant an
genetisch manipulierten Mausen nachgewiesen worden. Transgene Mause, die
OPG uberexprimieren zeigen eine verminderte Osteoklastengenese und
schwere Osteopetrose, nach Ausschalten des OPG kam es zu verstarkter
Osteoklastengenese und Osteoporose (Hofbauer 1999). Dieselbe Strategie
wurde benutzt um die Rolle von OPG in der osteogenetischen Antwort, die
TPO"9" Mause entwickeln, zu klaren. Dieses Mal wurden OPG nulll-mouse-
derived Stammzellen benutzt (Chagraoui et al. 2003). Da Mause mit
ausgeschaltetem OPG Uberlebensfahig sind, wurden die vier mdglichen
Kombinationen von host/graft untersucht, die eine Unterscheidung zwischen
den moglichen Rollen der hamatopoietischen (donor- Zellen) und Stroma-
(host-Zellen) von OPG erlauben. Ohne Rucksicht auf die host/graft
Kombination, entwickeln alle Tiere das erwartete myeloproliferative Syndrom
mit schwerwiegender Myelofibrose, die mit einer erhdhten TGF-31
Plasmawerten einhergeht. Zusammenfassend lasst sich aus diesen
Ergebnissen schlieBen, dass das Stroma-OPG, welches durch das host
Microenvironment produziert wird, eine Rolle bei der Pathogenese der
Osteosklerose spielt. Darlberhinaus scheint der Mechanismus der
unangemessenen OPG-Ausschuttung in diesem Mausemodell nicht durch TGF-
B1-Uberexprimierung induziert zu sein (Chagraoui et al. 2003). Tatsachlich
zeigten retrospektive Studien von kombinierten TGF-B1-Mausen und TPO-
Uberexprimierenden Mausen keine Korrelation zwischen TGFB1-Werten und
OPG-Werten, obwohl bei Wildtyp-hosts, die mit TGF-B1-null-donor Zellen
transplantiert (engrafted) wurden, ein normaler TGFB1-Wert beobachtet wurde,
wurde der gleiche Umfang von OPG-Up-Regulierung von OPG-Plasmawerten
bei Wildtyp-hosts, die mit Wildtyp-donor Zellen transplantiert (engrafted)
wurden, ein erhohter TGF-B1-Wert im Plasma beobachtet. Es ist bemerkswert,

dass die Wildtyp-host, die mit TGF-B1-null-donor-Zellen transplantiert
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(engrafted) wurden, eine verspatete Osteosklerose im Gegensatz zur
Kontrollgruppe entwickelten, was darauf hindeutet, dass ein weiterer
Mechanismus neben der OPG-vermittelten Inhibierung der Osteoklastengenese
notwendig ist, moglicherweise eine TGF-B1-vermittelte Stimulation der
Osteoblastenproliferation. Fur die These der vermutlich erhéhten Proliferation
von Osteoblasten, mdoglicherweise durch Wechselwirkungen zwischen
Osteoblasten und mutierten Megakaryozyten vermittelt, konnte Unterstitzung
geliefert werden (Kacena et al. 2004).

Die Untersuchungen an Mausen haben zusatzliche Erkenntnisse im (Vyas et al.
1999) Hinblick auf bestimmte Zytokine gebracht, die an der Pathogenese der
Stromareaktion bei der MMM beteiligt sind (Yanagida et al. 1997; Chagraoui et
al. 2002).

Die zwei oben beschriebenen aktuell fundierten Studienmodelle bezuglich
experimenteller  Myelofibrose in  Mausen sind zusammenfassend
folgendermaRen konstruiert: TPO"" und GATA-1"°" Mause. Erstere sind durch
die systemische Mehrausschittung von Thrombopoietin charakterisiert (Yan et
al. 1995; Yan et al. 1996; Villeval et al. 1997; Yanagida et al. 1997) und letztere
durch die reduzierte Ausschuttung von dem die megakaryozytare Zelllinie
begrenzenden Transkriptionsfaktor GATA-1 (Vannucchi et al. 2002). Als
gemeinsame Merkmale treten in beiden Studien folgende Ergebnisse auf: die
Kumulation von Megakaryozyten im Gewebe, welche in TPO"S" M&usen durch
TPO-gesteuerte Proliferation zustande kommt und die beeintrachtigte
Megakaryozyten-Reifung in GATA-1°" Mausen (Vyas et al. 1999). Dariiber
hinaus findet sich eine betrachtliche Heterogenitat unter verschiedenen
Mausemodellen im Hinblick auf sowohl Phanotyp als auch den
Krankheitsverlauf (Yan et al. 1995; Villeval et al. 1997; Zhou et al. 1997; Frey et
al. 1998; Vannucchi et al. 2002; Kakumitsu et al. 2005).

In immungeschwachten Mausen entwickelt sich Myelofibrose und
Osteosklerose nur bei Mausen mit schwerwiegenden kombinierten
immungeschwachten (T-und B-Zelldefekt) Modellen mit der zusatzlichen
Eigenschaft ein hohes Mal® an TPO-Ausschittung zu haben, im Gegensatz zu
folgenden Modellen, in welchen keine Myelofibrose zu finden ist: dem nackten
(T-Zelldefekt) Modell unter Beibehaltung von Monozyten-Makrophagen-

Funktionen und den Mausen, die nicht adipds, diabetisch sind und einen
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schwerwiegenden kombinierten Immundefekt (T- und B-Zelldefekt sowie
multiple andere angeborene Defekte- NK und Monozyten-Makrophagen-
Funktion eingeschlossen) besitzen (Albina et al. 1998; Frey et al. 1998).
Darliber hinaus wurde in TPO"" Mausen gezeigt, dass experimentelle
Myelofibrose reversibel ist- entweder durch Transplantation (Yan et al. 1996)
oder durch die Beendung der systemischen Regulierung von TPO (Ulich et al.
1996).

Immune normal | <--- Transgenic ---» Immune normal|
i ApoE IgH
GATA-1low \ hTPOhigh mTPQOhigh
f ‘ /
ComTolete *\Vs. Incoﬁplete Corriblete
phenotype phenotype  phenotype
Fibrosis at 16 months  Fibrosis
12-18 months 9-12 months
Non-transgenic
Immune normal | Immune normal| SCID | NOD-SCIDl
v v v v
mTPOhigh mTPQOhigh hTPQOhigh hTPQOhigh
Retroviral Retroviral Adenoviral  Adenoviral
Comvplete Fatal MPD Corhvplete Incon:plete
.phenotype phenotype  phenotype
in 3 months = monihs
17 months

Abbildung 1: Mausemodelle der Myelofibrose. Transgenetische GATA-1°"
oder IgH/mMTPO"" entwickeln einen kompletten MMM-Phanotyp mit
verspatetem Beginn der Myelofibrose und Osteosklerose. Im Gegensatz dazu
entwickeln transgenetische ApoE/hTPO"™" Mause einen inkompletten
Phanotyp: megakaryozytare Hyperplasie ohne Myelofibrose. Ahnlich sieht man
sowohl kompletten und inkompletten Phanotyp in nicht-transgenetischen
Mausemodellen, bei denen Knochenmarksstammzellen retroviral verandert
wurden, um Ubermassig Thrombopoietin zu produzieren. SCID: severe
combined immunodeficient disease; NOD-SCID: nonobese diabetic severe

combined immunodeficient disease (Tefferi et al. 2005).
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Es wurde zum ersten Mal auf die entscheidende Rolle hinsichtlich der
Myelofibrose von TGF-beta aus Megakaryozyten hingewiesen, als man in-vitro
beobachtete, dass die Zugabe von neutralisierenden TGF-B Antikdrpern die
stimulatorischen Effekte auf die Kollagensynthese von
Knochenmarksfibroblasten (auf Megakaryoblasten abhangigen Medien) bei
einem Patienten mit Akuter Megakaryozytarer Leukamie (Terui et al. 1990)
hemmte. Interessanterweise wurde dieses spezielle Zytokin auch mit der
Haarzellleukédmie-assoziierten Retikulin- und Kollagenfibrose in
Zusammenhang gebracht (Shehata et al. 2004).

Mit diesen Beobachtungen Ubereinstimmend blieb bei aus TGF-1 Null-Murin-
hamatopoetischen Stammzellen, die retroviral mit Murin-TPO infiziert wurden,
die Enstehung einer Myelofibrose aus, wenn sie in letale bestrahlte
Wildtypmause transplantiert wurde, wenngleich die Mause komplett alle
anderen Komponenten vom Phanotyp entwickelten (Chagraoui et al. 2002).
Ahnlich schlagt auch die osteosklerotische Komponente von experimenteller
Myelofibrose in TPO"" Mé&usen fehl, wenn das von den Stromazellen
herstammende Osteoprotegerin-gen ausser Gefecht gesetzt wird (Chagraoui et
al. 2003). In gleicher Weise geht der altersabhangige Anstieg von
Osteoprotegerin einher mit der Entwicklung von Osteosklerose in einer der
oben genannten TPO-Modelle (Kakumitsu et al. 2005). TGF-B scheint in dem
Modell von GATA-1°" Mausen &hnlich wichtig zu sein (Vannucchi et al. 2002;
Vannucchi et al. 2003). In diesem Fall verbesserte TPO die assoziierte
Thrombozytopenie und stabilisierte auch die Knochenmarksfibrose, indem es
die TGF-B-Expression verringerte (Vannucchi et al. 2004).

Neben den Mausemodellen ist bezuglich der PMF auch eine Studie einer
Katze und drei Hunden bekannt, die nachweislich an einer PMF erkrankt waren
(Breuer et al. 1999).

Es schien so, dass Mechanismen und genetische Veranderungen, die
Myelofibrose und Osteosklerose in Mausemodellen induzieren, ein Aufschluss
Uber molekulare Ursachen der menschlichen Erkrankung geben konnte.
Nichtsdestotrotz konnte eine umfassende Suche nach Funktionsstérungen in
der TPO-Regulierung und/oder dem c-mpl Signalubertragungsweg in 14
Patienten mit PMF nicht gefunden werden (Taksin et al. 1999). Ahnlich wurde
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keine bedeutsame Veranderung in der Struktur oder Ausschuttung von GATA-1
bei Patienten mit PMF gefunden (Martyré et al. 2003), was wiederum einen
wichtigen Unterschied zwischen der Erkrankungsform von Mausen und der
Erkrankungsform bei Menschen darstellt. Andererseits konnte beobachtet
werden, dass etwa 30 % der Megakaryozyten in Knochenmarkbiopsien von
Patienten mit PMF nicht mit anti-GATA-1-Antikdrpern besetzt werden konnten,
was darauf hinweist, dass GATA-1-Defekte moglicherweise auf einen immer
noch unbekannten posttranslationalen Defekt zurlckzufihren sein koénnte,
welcher an der Pathogenese der Erkrankung mitwirkt (Vannucchi et al. 2005).
Schlussendlich scheint die erhdhte Anzahl an polymorphkernigen Leukozyten,
die Emperipolesis innerhalb des megakaryozytaren Zytoplasmas begehen und
sowohl bei den Mausemodellen als auch bei der menschlichen Myelofibrose
auftreten, da die Emperipolesis im Knochenmark von Patienten mit IMF genau
untersucht wurde und mit der Menge an Retikulinablagerung Ubereinstimmte
(Schmitt et al. 2000). Gleichzeitig ist die Struktur der Verteilung von
immungekennzeichneten P-Selektin in Megakaryozyten bei Mausen und
Menschen ahnlich: nicht nur die a-Granula, sondern auch die im Zytoplasma
verstreuten  kleinen  Vakuolen und einige Membranen, die ein
Demarkationssystem bilden, wurden bei beiden gefunden (Schmitt et al. 2000).
Demzufolge haben die Mausemodelle und die menschliche Erkrankung den
Mechanismus der Zytokinausschuttung aus Megakaryozyten gemeinsam, der
zu einer Aktivierung von Fibroblasten und einer Ablagerung von
Matrixkomponenten fuhrt (Vannucchi et al. 2005).

Da sich aber bei allen Tiermodellen die experimentelle Myelofibrose nicht in
klonaler Myeloproliferation wiederholt, welches fur die menschliche MMM
fundamental ist, focussierten weiterfUhrende Studien auf menschliche
Knochenmarksfibroblasten.

Auch Veranderungen in der Genstruktur oder Genexpression: TPO, c-MPL,
GATA1 oder FOG-1 (Transkriptionsregulatorgen von GATA1) konnte nicht in
menschlicher MMM nachgewiesen werden. Nichtsdestotrotz liefert die
Maoglichkeit der Tierversuche eine Erleichterung der in vivo getestete
Medikamente und kann zur lIdentifizierung von entscheidenden Molekullen
verhelfen, die einen therapeutischen Ansatz in Zukunft darstellen kdnnten
(Tefferi et al. 2005).
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Demnach verbleiben fur die Zukunft offene Fragen. Die experimentellen
Modelle, die sich mit der Pathogenese der Myelofibrose und Osteosklerose bei
Mausen entweder durch hohe TPO-Ausschiittung oder durch GATA-1""
Mutation beschaftigt haben, haben die These bekraftigt, dass Megakaryozyten
definitv. an der Entwicklung der Myelofibrose beteiligt sind und die
entscheidende Rolle von TGF-B als zugrundeliegenden Prozess der
Retikulinfaser- und Kollagenfaserablagerung bestarkt. Das gleich gilt fur OPG
im Hinblick auf die Osteosklerose. Es verbleiben laut Vannucchi (Vannucchi et
al. 2005) u.a. folgende Fragen, die in Zukunft gestellt werden sollten:

1. ) Welche Rolle haben Megakaryozyten und Monozyten im Hinblick auf

die Osteosklerose?
2. ) Sind die GATA-1-nachgeschalteten Gene moglicherweise an der
Entstehung der Myelofibrose beteiligt?

3. ) Welches sind die akzessorischen Gene/Produkte/Zellen, die

verantwortlich fur die zeitlich unterschiedliche Enstehung der Myelofibrose

bei den Mausemodelle verantwortlich sind?

4. ) Welches sind die entscheidenden Signalwege, die an der Aktivierung

von TGF- in hamatopoietischen Geweben beteiligt sind?

5. ) Welches sind die Prozesse und Molekule, die Ziel einer Verhinderung

der Emperipolesis sein konnten?

6. ) Schlussendlich unter einer Vielzahl von Fragen, die immer wieder neu

entstehen- welches sind die Mechanismen, die zu einer Steigerung der

OPG-Produktion in vivo fuhren?

Es konnte sein, dass bei einer Kombination von gesteigerter TPO-

Ausschittung und GATA-1"°" Mausen mit Mutantenmausen, die genetisch in

dem gerade von Interesse scheinenden Gen (Thrombospondin-1, integrin

alpha v beta 6, interleukin-13, P-selektin) (Subramanian et al. 1996;

Crawford et al. 1998; Munger et al. 1999; Lee et al. 2001) modifiziert

wurden, die modglichen zelluldaren Kreuzreaktionen, die an den

pathologischen Stroma- und Knochenmarksreaktionen beteiligt sind,

aufklarbar sein werden. Daruber hinaus bietet die unterschiedlich schnelle

Krankheitsentwicklung bei beiden Mausemodellen eine einzigartige

Moglichkeit, die Effekte von externer Intervention (Splenektomie,

konventionelle und neue Medikamente, Transplantationstherapien) zu
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untersuchen, welche als Ziel haben, die Myelofibrose aufzuhalten oder
sogar wieder rucklaufig zu machen. Obwohl die molekularen Defekte, die fur
die Pathogenese der Myelofibrose verantwortlich sind, sich bei Menschen
von den tierexperimentellen Untersuchungen zu unterscheiden scheinen,
sollen weitere Studien im Hinblick auf erhdhte TPO-Ausschuttung und
GATA-1°" Mausen wichtige Einblicke in den Verlauf der Erkrankung
bringen, mit moglichen klinischen und therapeutischen Losungen
(Vannucchi et al. 2005).

1.2 Bedeutung der Fibroosteosklerose

Die Fibro-osteosklerose war und ist von Bedeutung bei der Stadieneinteilung
der PMF nach der WHO-Klassifikation in ein prafibrotisches Stadium und ein
fibrotisches Stadium. Im prafibrotischen/initialem/frihen Stadium ist nur eine
fehlende oder nur minimale retikulare Fibrose anzutreffen (Lutz 2003). Dieses
initial hyperzellulare Stadium der PMF wurde friher rein deskriptiv auch als
chronisch-megakaryozytare-granulozytare Myelose (CMGM) bezeichnet und als
primare Lasion (Entitat) angesprochen (Georgii et al. 1990). Es weist
gegenuber dem Normalbefund keine wesentlich erhdhte Dichte an retikularen
Fasern auf. Bei etwa 20-30% der Patienten wird die Diagnose im
prafibrotischen Stadium gestellt (Buhr et al. 1993; Thiele et al. 1999). Die WHO-
Klassifikation der MPN von 2008 bezeichnete diese Veranderungen als
prafibrotische Phase mit der grundsatzlichen Malgabe, das Kklinische
Krankheitsbild in seinem gesamten phasenartigen Verlauf (initiales
prafibrotisches bis terminales fibroosteosklerotisches Stadium) zu umfassen.

Im fibrotischen Stadium kommt es zu einer retikularen und/oder kollagenen
Fibrose. Weiterhin lasst sich eine endophytische Knochenneubildung
(Osteosklerose) beobachten, die im Endstadium zu einer bizarren Einengung
der Markraume und einer damit verbunden zunehmenden Verddung der
Blutbildung mit gleichzeitiger Vermehrung der Fettzellen fihrt (Burkhardt et al.
1984; Frisch et al. 1984; Georgii et al. 1984a; Georgii et al. 1984b; Burkhardt et
al. 1986). Bei den meisten Patienten (70-80%) wird die Erkrankung erstmals in
diesem Stadium diagnostiziert. Liegt schon eine Fibrosierung des

Knochenmarkes vor, wird die Diagnose der PMF um einiges schwieriger, da
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eine Reihe von Differentialdiagnosen, die ebenfalls zu einer Verfaserung des
Knochenmarks fuhren koénnen, ausgeschlossen werden muissen, um die
klinische Diagnose der PMF endglltig stellen zu konnen. In erster Linie
bedeutsam ist dabei die Abgrenzung von den anderen in den Formenkreis der
MPN fallenden Erkrankungen: der PV, der ET und der CML. Auch muf an
reaktive Formen im Rahmen entzindlicher Prozesse gedacht werden (Hunstein
1974). Andere maligne lymphoproliferative Erkrankungen wie der Morbus
Hodgkin, aus der Reihe der Non-Hodgkin-Lymphome, die Akute
Lymphoblastische Leukamie (Manoharan und Pitney 1979), die Haarzell-
Leukamie und das Zentroblastisch-Zentrozytische und das
Lymphoplasmozytoide Maligne Lymphom (Thiele et. al. 1990) sowie das
Plasmozytom (Burkhardt et al. 1982) muissen ausgeschlossen werden.
Zusatzlich kann eine Faservermehrung auch  Stoffwechsel- und
Knochenerkrankungen, einen ausgepragten Vitamin-D-Mangel oder eine
Knochenkarzinose einiger Neoplasien zur Ursache haben.

Nach dem Europaischen Konsensus des Myelofibrosegrades werden sogar vier
Stadien bei der PMF unterschieden: ein préafibrotisches, fruhfibrotisches,
fibrotisches und ein sklerotisches Stadium (Thiele et al. 1989). Der Grad der
Myelofibrose wird nach den Stadien MF-0 bis MF-3 eingeteilt.

Die histomorphologischen Veranderungen, insbesondere das Stadium der
Erkrankung bzw. der Grad der Myelofibrose schienen bei der PMF nicht
entscheidend fur die Prognose zu sein, obwohl initiale (prafibrotische) Stadien
der Erkrankung, die keine oder eine nur gering retikulare Verfaserung
aufweisen, in univariaten Analysen leichte Prognosevorteile zeigten (lvanyi et
al. 1994; Kvasnicka et al. 1999).

Einige Studien zeigten, dass das Fibrosierungsausmass des Knochenmarks
keinen entscheidenden Einfluss auf das Uberleben hat (Thiele et al 1989;
Kvasnicka et al. 1997). Neuerdings kann nahegelegt werden, dass die
Prognose der PMF vom Grad der Myelofibrose zum Zeitpunkt der Diagnose
abhangig ist, da eine fruihe PMF mit einem Myelofibrosegrad 0 bis 1 eine
wesentlich bessere Prognose hat als eine fortgeschrittene PMF mit einem
Myelofibrosegrad 3 (Michiels et al. 2006). Wie auch immer konnte in
multivariaten Datenanalysen kein signifikanter Einfluss der Fibroosteosklerose

auf die Prognose nachgewiesen werden (Kvasnicka et al. 1999; Thiele und
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Kvasnicka 2003). Die Prognose wird in allen Krankheitsstadien mehr durch
ungunstige Parameter wie fortgeschrittenes Alter und Anamie, Leukozyten- und
Thrombozytenwerte bestimmt (Tefferi et al. 2000), als durch den Grad der
Myelofibrose (Michiels et al. 2006).

1.2.1. Klinische Befunde (Myeloische Metaplasie)

Die PMF ist eine seltene Erkrankung mit einer Inzidenz von 0,3-1,5 pro 100.000
pro Jahr, die hauptsachlich bei Patienten jenseits der siebten Lebensdekade
auftritt (Ahmed und Chang 2006). Manner und Frauen sind gleich oft betroffen.
Etwa 20% aller Erkrankten sind zum Zeitpunkt der Diagnose junger als 55
Jahre und es wurden auch einige Krankheitsfalle im Kindesalter beobachtet
(Tefferi et al. 2000). Untersuchungen zufolge tritt die Krankheit bei Individuen
der kaukasischen Rasse haufiger auf. Auch exogene Einflisse wie radioaktive
Strahlung lassen die Inzidenz ansteigen.

Die Abgrenzung der PMF von anderen MPN ist besonders im frGhen Stadium
nicht einfach. Zur sicheren Diagnose ist deshalb die Gewinnung einer
Knochenmarkbiopsie Voraussetzung. Nach den WHO-Kriterien von 2001
werden folgende klinische Kriterien herangezogen, um die Diagnose ,PMF* zu

sichern:

Fibrotisches Stadium:

Milz und Leber. mafiggeradige oder ausgepragte Spleno- oder Hepatomegalie
Hématologie: malliggeradige bis ausgepragte Anamie, Anzahl der weilen
Blutkbrperchen erhoht, niedrig oder normal; Thrombozytenzahl verringert,
normal oder erhoht (Thiele und Kvasnicka 2001).

Es gibt kein biologisches, klinisches oder pathologisches Kriterium, welches
absolut charakteristisch fur die PMF ist (Barosi 1999). Im frihen Stadium der
Erkrankung konnen Kklinische Auffalligkeiten fehlen oder nur schwach
ausgepragt sein. Rund ein Drittel der Patienten mit PMF ist zum Zeitpunkt der
Diagnose beschwerdefrei (Tefferi et al. 1995; Barosi 1999; Ahmed und Chang
2006). Insgesamt sind die Symptome im frihen Krankheitsstadium haufig
uncharakteristisch. Die Patienten klagen z.B. Uber Symptome, die der

hyperkatabolen Stoffwechsellage zuzuschreiben sind. Darunter fallen: Fieber,
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Gewichtsverlust und Nachtschweil. Den peripheren Blutveranderungen kann
man folgende Symptome zuordnen: Mudigkeit und Dyspnoe (Anamie, Blutung);
Petechien (Thrombozythamie/anormaler Thrombozytenfunktion). Seltener sind
Thrombosen oder Blutungen zu beobachten; gelegentlich treten bereits frih
Oberbauchbeschwerden auf (Tefferi et al. 1995; Thiele et al. 1996; Barosi 1999;
Tefferi et al. 2000; Thiele et al. 2001; Ahmed und Chang 2006).

Die Anamie tritt als haufigste Zytopenie bei der PMF auf und wird durch
verschiedene Faktoren verursacht, einschliellich (1) ineffektive Hamatopoiese;
(2) verminderte Knochenmarkreserve als direkte Folge der Kollagenfibrose und
Osteosklerose; (3) Sequestration in der Milz; (4) Myelosuppression durch
zytoreduktive  Therapie; (5) Hamolyse; (6) Blutung aus dem
Gastrointestinaltrakt, inklusive Varizenblutung und gelegentlich (7) koexistenter
Mangel an Eisen, Vitamin B12 oder Folsaure (Mesa RA 2006). Bei der
Blutuntersuchung werden in 50-70% eine zumindest geringgradige Anamie und
leicht bis maRig erhdhte Leukozyten- und Thrombozytenzahlen gefunden
(Thiele et al. 1996; Thiele et al. 2001). In 20 % der Falle ist die Anamie bereits
initial starker ausgepragt mit Hamoglobinwerten unter 8 g/dl (Tefferi et al. 2000).
Die Ursachen der Anamie bei der PMF sind wie erwahnt vielseitig. Wichtigste
Ursache ist die ineffektive Hamatopoese mit begleitender Hypoplasie der
Erythropoese (Tefferi et al. 1995; Barosi 1999; Tefferi et al. 2000). Vor allem im
fortgeschrittenen  Krankheitsstadium  wird die  Andmie durch die
Knochenmarkfibrosierung und den Hypersplenismus verstarkt (Reilly et al.
1997; Tefferi et al. 2000). Am haufigsten tritt bei der PMF eine normozytare
Anamie auf; seltener sind mikro- oder makrozytare Anamieformen (Tefferi et al.
1995; Reilly et al. 1997).

Bei einigen Patienten werden erhohte Hamoglobinspiegel gefunden, was den
Verdacht auf das Vorliegen einer PV lenken konnte. Ebenso zeigen PMF-
Patienten gelegentlich sehr hohe Thrombozytenzahlen, so dass auch eine ET
differentialdiagnostisch in Frage kame (Thiele et al. 1996; Thiele et al. 2000).
Eine Leukozytose mit begleitender Basophilie im peripheren Blut hingegen
konnte den Verdacht auf das Vorliegen einer CML lenken.

Die Milz ist im frGhen Stadium der Erkrankung fast immer leicht vergroflert
(Thiele et al. 2001). Es zeigen insgesamt 85-100% der Patienten bei Diagnose
eine Splenomegalie (Kvasnicka et al. 1997; Ozen et al. 1997; Barosi 1999). In

39



ca. 10 % ist die VergroRerung der Milz bereits massiv. Wiederholte Kontrollen
klinischer und Ilaborchemischer Parameter sowie die histologische
Begutachtung von Sequenzbiopsien erleichtern die Diagnosestellung (Georgii
und Kreft 1998; Thiele und Kvasnicka 2001).

Im Verlauf der Erkrankung bestimmen Komplikationen der zunehmenden
Hepato- und vor allem der Splenomegalie das klinische Bild. Bei
fortgeschrittener PMF kann die Milz ein Gewicht von mehreren Kilogramm
erlangen und bei der kérperlichen Untersuchung als grof3er, derber Milztumor
bei bis zu 90 % der Patienten palpiert werden und auch bis in das kleine
Becken reichen (,Riesenmilz®). Eine wichtige Ursache ist die Absiedlung von
Hamatopoese-Inseln in der roten Pulpa der Milz; mdglicherweise tragen auch
Zytokine zum Wachstum des Organs bei (Barosi 1999; Mesa et al. 2000). Die
Patienten berichten Uber Vollegefihl, Appetitlosigkeit und Schmerzen im
Oberbauch; Milzinfarkte mit begleitender Perisplenitis treten  bei
Organvergrof3erung gehauft auf. In diesem Fall leiden die Patienten unter
starken Schmerzen im linken Oberbauch mit Ausstrahlung in die linke Schulter
begleitet von Ubelkeit und Fieber (Tefferi et al. 2000).

Infolge der Splenomegalie ist der Blutfluss durch die Milz erhdht. Daraus
entsteht gehauft eine portale Hypertension, die durch intrahepatische
Obstruktionen im Rahmen von thrombotischen Prozessen in kleineren
Portalvenenasten noch verstarkt werden kann (Tefferi et al. 2000; Mesa et al.
2000). Folglich kénnen sich bei PMF-Patienten die mit einer portalen
Hypertension verbundenen Komplikationen entwickeln, wie z.B. portokavale
Anastomosen/ manchmal Osophagus- und Magenfundusvarizen.

Die Milz ist zwar besonders in den Krankheitsprozess miteinbezogen, jedoch
kann eine myeloische Metaplasie in fast allen Organen des Korpers mit
Ausnahme des Thymus auftreten. GroRere Mengen hamatopoetischer Zellen
wurden in Lunge und Pleura (Bartlett et al. 1995; Ueno et al. 2000), in
Lymphknoten, Gastrointestinaltrakt, ZNS und anderen serésen Hauten
gefunden (Garcia-Riego et al. 1998; Elliott et al. 2002). Als Folge der
Organmanifestationen kdnnen diverse klinische Befunde erhoben werden wie
Lymphadenopathien, Aszites und Pleuraergisse, Nervenausfalle und
zentralnervose Ausfallerscheinungen (Tefferi et al. 1995; Tefferi et al. 2000).

Auch in der Haut konnen sich blutbildende Zellen bei der PMF absiedeln; dies

40



ist allerdings sehr selten (Jufresa et al. 1996). Es wird vermutet, dass die
myeloische Metaplasie, vor allem der Milz, einen Kompensationsmechanismus
fur die zunehmende Insuffizienz des Knochenmarks darstellt. Eine eindeutige
Korrelation zwischen Splenomegalie und Grad der Knochenmarkfibrose konnte
jedoch nicht hergestellt werden (Hasselbach und Lisse 1991; Thiele et al.
1996).

Das Fehlen einer MilzvergroBerung darf jedoch keinesfalls als
Ausschlusskriterium fur eine PMF verstanden werden, da diese lediglich als
Resultat der extramedullaren Hamatopoese (EMH) zu deuten ist (Falk et al.
1990; Thiele et al. 1993). Die EMH kann neben der Milz mit Ausnahme des
Thymus in jedem Organ des Korpers beobachtet werden (Ward et al. 1971;
Varki et al. 1983; Haedersdahl et al. 1985; Thiele et al. 1992 b). Aus der
Literatur ist eine Vielzahl von Fallbeschreibungen Uber extramedullare
Hamatopoese der verschiedenen Organsysteme bekannt (Landolfi et al. 1988;
Fedeli et al. 1990).

Meist treten erst im fortgeschrittenen PMF-Stadium Symptome der
Knochenmarkinsuffizienz  auf wie Infektionen, Blutungsneigung und
transfusionsbedurftiger Anamie (Anger et al. 1990; Thiele et al. 2000; Mesa und
Tefferi 2001). Blutungen sind bei ca. 25 % der Patienten zu beobachten und
entstehen als Folge der Thrombopenie, sind aber auch Zeichen einer
Plattchendysfunktion, einer disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC), eines
Faktor-V-Mangels oder eines portalen Hochdrucks im Rahmen der
Grunderkrankung (Tefferi et al. 1995). Die Thrombopenie kann ihrerseits durch
eine okkulte disseminierte intravasale Gerinnung verstarkt werden.

Als dritte Saule entstehen bei der PMF Symptome als Folge des
Hyperkatabolismus. Die Hyperurikdmie bedingt die Manifestation einer Gicht
oder das Auftreten von Nierenkoliken infolge einer Nephrolithiasis. Viele
Patienten haben als metabolisch induzierte Krankheitserscheinungen Fieber,
Juckreiz, Gewichtsverlust, Nachtschwei® und Mdudigkeit oder leiden unter
Anorexie (Tefferi et al. 1995; Thiele et al. 1996; Steensma et al. 2002).

Eine durch die Krankheit bedingte Thrombozytose begunstigt das Auftreten von
thromboembolischen  Ereignissen. Diese finden besonders in den

Gefalisystemen von Leber und Milz sowie im MesenterialgefalRsystem statt. Im
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Rahmen der PMF tritt das Budd-Chiari-Syndrom gehauft auf (Anger et al.
1989).

Zwischen 5 und 30 % der Todesfalle bei der PMF sind Folge eines terminalen
Blastenschubes (Thiele et al. 1996; Barosi 1999).Es kann zur Ausschwemmung
von Blasten der granulozytaren, der myelomonozytaren oder auch der
megakaryozytaren Reihe kommen. Faktoren, die einen Blastenschub
wahrscheinlicher machen, sind eine starke Anamie sowie das Auftreten von
unreifen Zellen im peripheren Blut (Barosi 1999). Bislang konnte noch kein
klarer Nachweis erbracht werden, dass zytotoxische Medikamente einen
Blastenexzess begulnstigen. Eine zur palliativen Therapie durchgefuhrte
Splenektomie begunstigt hingegen das Auftreten dieser schweren Komplikation
(Barosi et al. 1998; Barosi 1999; Tefferi et al. 2000; Mesa et al. 2000).
Rontgenologisch finden sich in den Anfangsstadien keine auffallenden
Veranderungen. Erst mit der Entwicklung einer starkeren Markfibrosierung
kommt es in 50 % der Falle zu ausgedehnten, teils fleckigen Sklerosierungen,
vor allem im Achsenskelett. Auch isolierte osteoporotische Veranderungen
werden beobachtet. Mit Hilfe der Knochenmarksszintigraphie und der
Magnetresonanz-Tomographie kdnnen das Fortschreiten der Fibrosierung und
der Blutbildung in die peripheren Skelettareale sowie auch EMH-Herde im
Weichgewebe  dokumentiert werden. Die Veranderungen in der
Zusammensetzung des Knochenmarks konnen im Rahmen einer
Knochenmarksaspiration als Punctio sicca imponieren (Pettigrew und Ward
1969; Ward et al. 1971).

Zahlreiche Untersuchungen haben bestatigt, dass die Prognose der PMF
ungunstig ist. Die meisten Patienten versterben an Infektionen oder Blutungen
als Folge der Knochenmarkinsuffizienz oder erleiden einen terminalen
Blastenschub (Thiele et al. 1996; Barosi 1999; Tefferi et al. 2000; Elliott et al.
2002). Die Uberlebenszeiten sind sehr variabel und liegen im Durchschnitt bei 2
bis 5 Jahren nach Diagnosestellung (Kvasnicka et al. 1997; Reilly et al. 1997;
Barosi 1999; Thiele et al. 1999; Tefferi et al. 2000; Kvasnicka et al. 2000;
Cervantes et al. 2001; Mesa et al. 2001). Jungere Patienten haben eine
bessere Prognose als altere (Kvasnicka et al. 1997; Cervantes et al. 1998;
Tefferi et al. 2000; Kvasnicka et al. 2000; Thiele et al. 2002). Der Grad der

Markfibrose ist fur die Verlaufsbeurteilung der Erkrankung von geringerem
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Stellenwert als die klinischen Parameter (Thiele et al. 1996; Kvasnicka et al.
1997; Ozen et al. 1997).

1.2.2. Histologische Befunde

Bei Patienten mit PMF unterliegen auf Grund der Dynamik des Krankheitsbildes
die hamatologisch-klinischen Befunde sowie die damit verknlpfte
Knochenmarkhistologie und -morphologie einer breiten Variabilitat (Georgii et
al. 1998; Buhr et al. 2002). Eine allgemein gultige Beschreibung der
Knochenmarkhistologie ist schwierig, weil in Abhangigkeit von den
unterschiedlichen Stadien des Krankheitsverlaufes, die Auspragung bestimmter
morphologischer Phanomene sehr wechselhaft ist (Thiele et al. 2001).

Initiale pathognomische Veranderungen des Knochenmarks betreffen zunachst
die Zelldichte. Hierbei kommt es zu einer Proliferation der drei
hamatopoetischen Zellreihen bei einer gleichzeitigen Verringerung des
Fettzellanteils. Differenziert betrachtet imponiert bei der Granulo- und
Erythropoese lediglich eine maRige Steigerung, wahrend es durch eine
atypische = Megakaryopoese zu einer erheblichen Zunahme der
Megakaryozytenpopulation und —zelldichte kommt (Thiele et al. 1994; Georgii et
al. 1996).

Die WHO-Klassifikation von 2001 grenzte ein initiales bzw. fruhes
prafibrotisches Stadium mit einer deutlichen Hyperzellularitdt von manifesten
und fortgeschrittenen myelofibrotischen Phasen ab.

Gemass WHO 2008 zdhlen zu den PMF-typischen histologischen
Knochenmarksveranderungen: Megakaryozytenproliferation und Atypien, die
von einer retikularen und/oder kollagenen Knochenmarksfibrose begleitet
werden oder bei Abwesenheit von einer retikularen Fibrose, werden die
Veranderungen der Megakaryozyten von einer Hyperzellularitat, granulozytarer
Proliferation und oft verminderter Erythropoiese (i.e. prafibrotisches Stadium)
begleitet (Tefferi et al. 2008).

Die einzelnen Stadien sind nicht nur durch eine maRiggradige Vermehrung und
Linksverschiebung der neutrophilen Granulopoese, sondern auch durch

histotopographische Anomalien (haufige Nesterbildungen, Verschiebung zu den
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endostalen Bildungszonen der Granulopoiese) der megakaryozytaren Zellreihe
gekennzeichnet.

Insbesondere sind in diesem Zusammenhang die in diagnostischer Hinsicht
wichtigen zytologischen Atypien der MK zu erwahnen, die sich einmal durch
Anhaufungen kleiner und riesengrofer Formen auszeichnen und zudem oft
chromatindichte, hypolobulierte Kerne (sog. ,Wolkenkerne®) aufweisen sowie
schliefdlich eine deutliche Verschiebung der Kern-Zytoplasma-Relation zeigen.
Dagegen reift die Erythropoiese eher verzogert aus und weist vermehrte
Vorlauferzellen (frhe Erythroblasten) auf. Die morphologisch fassbare enge
Beziehung von atypischer Megakaryopoiese und Faservermehrung sowie
terminaler Osteosklerose im Verlaufe der Erkrankung lasst sich besonders gut
an Sequenzbiopsien dokumentieren(Thiele et al. 2001).

Genauer betrachtet fehlt im Frihstadium haufig die der PMF den Namen
gebende Myelofibrose. Die Faserdichte ist nicht signifikant verandert, lediglich
die Retikulinfasern kdnnen etwas vermehrt vorhanden sein (Barosi 1999; Thiele
et al. 2001; Buhr et al. 2003). Die auffalligste Veranderung in diesem
Krankheitsstadium ist die signifikant erhohte Zahl der MK im KM. Die
Knochenmarkmorphologie wird folglich als ,préafibrotisch-hyperzellular®
bezeichnet (Michiels et al. 1999; Thiele et al. 1999; Mesa et al. 2000; Thiele et
al. 2001). Rund 20% der Erkrankten zeigen bei Erstdiagnose diese
Knochenmarkmorphologie ohne nennenswerte Fibrose (Thiele et al. 1999).
Durch das expansive Wachstum der hamatopoetischen Zellen wird das
Fettgewebe verdrangt (Thiele et al. 1999). Im Vergleich hierzu wirde man bei
gesunden Patienten mit fortschreitendem Lebensalter eine leichte Zunahme
des Fettanteils erwarten (Thiele et al. 1999; Thiele und Kvasnicka 2001).

Die neutrophile Granulopoese ist durch eine maRige Vermehrung und
Linksverschiebung gekennzeichnet (Thiele et al. 2001). Die Nester der
Erythropoese sind bei der PMF seltener zu finden als im normalen KM. Diese
Zelllinie weist ebenfalls eine Linksverschiebung auf, wobei die Ausreifung eher
verzogert ist. In meist kleinen Zellnestern liegen viele Erythroblasten und friihe
Normoblasten eng zusammen (Thiele et al. 1999; Thiele et al. 2000; Thiele and
Kvasnicka 2001).

Die Zahl der Makrophagen im KM ist signifikant erhoht (Thiele et al. 1999), aber

sie weisen noch keine Atypien auf. Man vermutet, dass es als Folge des
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veranderten Zytokinmusters (PDGF; TGF-beta; IL-1) zu einer Aktivierung der
Makrophagen kommt. Daraus resultiert eine gesteigerte Phagozytose von
Zelltrimmern, die als Folge der neoplastischen Proliferation vermehrt anfallen
(Thiele et al. 1992; Thiele et al. 1999). Im préafibrotischen Stadium zeigt die
Knochenmarkbiopsie eine erhdhte Anzahl von unreifen Stammzellen, die das
Oberflachenantigen CD34 tragen. Die Vermehrung dieser Zellpopulation ist
jedoch keinesfalls fur die PMF spezifisch, sondern kommt auch bei anderen
hamatoonkologischen Erkrankungen wie der CML vor (Thiele et al. 2002).
Besonders auffallig und in diagnostischer Hinsicht wichtig sind die
Veranderungen der Megakaryopoese. Abweichend von ihrer normalen Lage in
zentralen Regionen des Knochenmarks haufen sich die atypischen MK unter
Verdrangung der Granulopoese sinusnah in peritrabekularen Zellnestern , so
dass es zu einer beginnenden aberranten histotopographischen Verteilung der
Megakaryopoese kommt (Thiele et al. 2001). Die MK zeigen im PMF-KM eine
erhohte Dichte und typischerweise Storungen in der Ausreifung (Michiels et al.
1997; Thiele et al. 2000). Neben den sehr grol3en Zellen mit hypolobulierten,
chromatindichten Zellkernen (,Wolkenkerne®) erscheinen auch
Mikromegakaryozyten und pyknotische Formen (Michiels et al. 1999; Tefferi et
al. 2000; Thiele et al. 2000; Thiele et al. 2001). Diese Atypien vereinfachen die
Abgrenzung der frthen PMF von anderen MPN anhand der
Knochenmarkbiopsie. Hier ist vor allem die ET zu nennen, bei der solche
Ausreifungsstorungen der Megakaryopoese fehlen (Barosi 1999; Thiele et al.
1999; Thiele et al. 2000; Thiele und Kvasnicka 2001). Die Konfiguration der
spongidsen Knochentrabekel sowie die Osteoklastenzahl verhalten sich noch
unauffallig (Thiele et al. 1977; Georgii et al. 1980).

Das KM bei weiter fortgeschrittener Erkrankung imponiert durch Fibrosierung
und auch Knochenneubildung, grolRe Gefallkonvolute und Verarmung an
blutbildenden Zellen. Auch hier ist die Entwicklung all dieser Veranderungen
sehr variabel und individuell verschieden.

Untersuchungen zufolge entwickeln ca. 70 % der Patienten drei bis vier Jahre
nach der Diagnosestellung eine Myelofibrose (Buhr et al. 2003). Es ist davon
auszugehen, dass diese Fibrose irreversibel ist (Thiele et al. 1999; Thiele et al.

1999); jedoch werden in der Literatur auch vereinzelt Falle einer Ruckbildung
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der Verfaserung unter Chemotherapie (Hasselbach und Lisse 1991) oder nach
einer Knochenmarktransplantation beschrieben (Smith und Moliterno 2001).
Der veranderte Zytokinspiegel des KM bedingt eine Aktivierung von
Stromazellen, z.B. von Fibroblasten, Osteoblasten (Le Bousse-Kerdiles und
Martyré 1999; Tefferi et al. 2000), aber auch von Endothelzellen (Tefferi 1995;
Reilly et al. 1997; Barosi 1999; Thiele et al. 1999; Mesa et al. 2000). Durch die
Fibroblastenproliferation wird vermehrt extrazellulare Matrix synthetisiert. Im
Krankheitsverlauf werden neben Kollagen der Typen LIII,V, VI, Hyaluronsaure,
Fibronektin, Vitronektin, Tenaskin auch die Basalmembranbestandteile
Kollagen IV und Laminin gebildet (Reilly et al. 1997; Barosi 1999). Zu Beginn
der Knochenmark-Matrix-Veranderungen ist nur eine diskrete Vermehrung von
Retikulinfasern nachzuweisen; spater nimmt der Gehalt an Kollagen allerdings
stark zu (Buhr et al. 2003). Diese Herde mit feiner Verfaserung liegen in enger
raumlicher Beziehung zu den Haufen der atypischen MK (Thiele et al. 1999;
Thiele und Kvasnicka 2001).

Als Zeichen des osteosklerotischen Knochenmarkumbaus kommt es im Verlauf
der Erkrankung zur zunehmenden Einengung und Deformation der Markraume.
Ursache dieses Prozesses ist das endophytische Wachstum von primitivem
Geflechtknochen. So entstehen zum Teil bizarr geformte unterschiedlich breite
Trabekel (Thiele et al. 1999; Thiele et al. 2001; Buhr et al. 2003). TGF-3
stimuliert Knochenvorlauferzellen, die nicht von den hamatopoetischen
Vorlauferzellen abstammen. Die Zellen wandeln sich in osteoblastenahnliche
Zellen um und sind zur Bildung von Knochenmatrix befahigt. Sie setzen
Kollagen |, Osteonektin und Osteokalzin frei. In diese so geschaffene Matrix
wird Kalzium eingelagert (Long et al. 1995).

Die exzessiv gesteigerte Freisetzung von Zytokinen (vor allem VEGF, bFGF
und TGF-B) fuhrt zur Neubildung von GefalRen im KM. Das Resultat sind bizarr
geformte groRe Sinusoide, die von einer dicken Wand aus Kollagen [V
umgeben sind (Thiele et al. 1992; Buhr et al. 2003). Megakaryozytencluster
liegen im Bereich um die Sinusoide; nach Durchdringung der Gefallwand sind
sie aber auch innerhalb der Sinusoide zu finden (Thiele et al. 1996; Tefferi
2000; Thiele et al. 2002; Buhr et al. 2003). In den weiten Lumina befinden sich
ebenfalls neoplastische hamatopoetische Vorlauferzellen der anderen

Zellreihen, jedoch weniger zahlreich (Georgii et al. 1990; Thiele et al. 1996;
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Thiele et al. 1999). Im hyperzelluldaren Krankheitsstadium enthalt das KM
wenige Fettzellen. Deren Anteil nimmt jedoch im Stadium der ausgepragten
Markfibrose bzw. der Osteosklerose wieder zu. Im Endstadium der Erkrankung
zeigt das KM zusatzlich eine Verarmung an hamatopoetischen Zellen (Thiele et
al. 1999). Die Ubriggebliebenen hamatopoetischen Zellreihen begrenzen sich
dann zunehmend auf fleckférmig angeordnete Zellnester (Ward et al. 1971;
Thiele et al. 1989). Untersuchungen zufolge kann die Reduktion der Zellularitat
zwischen 20 und 70 % in Vergleich zu altersentsprechenden Normalbefunden
betragen (Thiele et al. 1996). Die Auswertung von Sequenzbiopsien hat
verdeutlicht, dass sich bei Patienten im fibroosteosklerotischen Stadium auch
die Zahl der CD34-positiven Stammzellen im Vergleich zum prafibrotischen
PMF-Stadium signifikant verringert (Thiele et al. 2002).

Die variable Auspragung der Neoossifikation reicht von wenig ausgepragtem
trabekularem Knochenumbau mit geringer Geflechtknochenbildung bis hin zu
einem ausgebrannten Terminalstadium, wobei das Knochenmark zur
Neospongiosa umgebaut worden ist. Der Markraum prasentiert sich nunmehr
von Fettgewebe und Fasern vollstandig verddet (Frisch und Bartl 1985; Thiele
et al. 1989; Thiele et al. 1991).

1.3 Therapeutische Ansatze zur Reduzierung der Fibro-Osteosklerose

Die pathogenetischen Mechanismen, die wursachlich fur die klonale
Myeloproliferation und die reaktive Knochenmarksfibrose, welche fur die MMM
charakteristisch sind, sind noch wenig verstanden. Neuere pathophysiologische
Erkenntnisse konnten noch nicht in effektive therapeutische Mdglichkeiten fur
Patienten umgesetzt werden. Es gibt keine Standardtherapie und bis auf die
allogene Stammzelltransplantation, die den einzigen kurativen Therapieansatz
darstellt, sind noch keine Therapieformen bekannt, die das Krankheitsbild der
MMM signifikant verbessern. Demzufolge sind die aktuellen Therapieansatze
als palliativ anzusehen und zielen darauf krankheitsassoziierte Symptome der
Krankheit zu lindern und die erhdhten hamatologischen Parameter zu
therapieren. Konventionelle Therapien fur die Anamie schlieen Androgene und
Kortikosteroide ein. Zytoreduktive Medikamente wie Hydoxyurea sind bei
symptomatischer Organomegalie und zur Verminderung der Leukozytose und

Thrombozytose indiziert. Bei der Splenomegalie kann auch eine chirurgische
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Intervention in Betracht gezogen werden. Viele neue medikamentdse Ansatze
sind in der Vergangenheit untersucht worden, antiangiogenetische
Medikamente und Signaltransduktionsinhibitoren sollen die Angiogenese und
die fibrogenen Zytokine und deren Folgen inhibieren (Odenike et al. 2005).

Es gibt verschiedene medikamentdése Behandlungsansatze, die zu einer

Reduzierung der Fibro-Osteosklerose fuhren sollen.

Hydroxyurea:

Hydroxyurea (HU) ist ein Zytostatikum, das die gesteigerte Myeloproliferation
supprimiert. Unter diesem Zytostatikum wurden ein Rickgang von KM- und
Milzfibrose (Manoharan und Pitney 1984; Lovgenberg et al. 1990) und ein
Absinken der Prokollagen-lllI-Spiegel im Serum (Hasselbach et al. 1990)
gefunden.

Diese fruheren Berichte, dal HU einen Rlckgang der Myelofibrose durch
Unterdrickung der Megakaryopoiese und der damit verbundenen
Zytokinausschuttung verursachen konnen, haben sich in gro3eren Studien und
klinischer Praxis nicht bestatigt (Odenike et al. 2005).

Interferon-a:

Interferon-a ist eine myelosuppressive Substanz, die nicht aus der Gruppe der
Zytostatika wie HU und Melphalan stammt. Es supprimiert die MK-proliferation
und inhibiert die Synthese von Wachstumsfaktoren wie PDGF und TGF-B3, die
unter anderem auch fur die zunehmende Myelofibrose verantwortlich gemacht
werden. Auch nach einjahriger Behandlungszeit kann keine signifikante
Verbesserung der intramedullaren Retikulinfaserzahl beobachtet werden (Mesa
2002). Einige Autoren beschreiben keinen Effekt oder sogar eine Zunahme der
Myelofibrose sowie eine Persistenz oder Zunahme der Splenomegalie bei einer
betrachtlichen Anzahl von Patienten nach Interferon-Therapie (Sacchi 1995;
Gilbert 1998; Michiels et al. 1999; Tefferi et al. 2001). Bei anderen Autoren
wiederum, lassen sich keine signifikanten Verbesserungen in einem
fortgeschrittenen Stadium der PMF nachweisen, jedoch ein vielversprechender
Effekt in frihen Stadien der Erkrankung (Bachleitner-Hofman und Gisslinger

1999). Klinische Beobachtungen und Knochenmarksbefunde zeigen unter
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IFN-a bei vielen Patienten sogar eine weitere Zunahme der
Knochenmarkfibrose (Kvasnicka et al. 2003).

FUr Interferon-a ist in vitro und in vivo nachgewiesen worden, dass es
fibrogenetische Zytokine, i.e. TGF-B und PDGF inhibiert (Craig et al. 1991).
Obwohl einige Autoren von einem Rulckgang der Myelofibrose berichten, haben

die meisten prospektiven Studien keinen klaren klinischen Benefit aufgezeigt.

Interferon y:

Interferon-y ist hinsichtlich der Inhibition von PDGF und TGF-f in vitro und in
vivo untersucht worden. Leider waren auch hier klinische Studien enttauschend
und die Therapie wurde zusatzlich kompliziert durch Myelosuppression und
Sepsis kompliziert.

Interferon wurde auch mit Wachstumsfaktoren kombiniert angewendet- in
kleinen Studien (an sieben Patienten) ist IFN mit Epo und granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) mit gunstigen Auswirkungen
durchgefuhrt worden: bei zwei Patienten konnte ein Rickgang der Myelofibrose
beobachtet werden, bei finf Patienten verbesserte sich die Anamie und bei vier
Patienten wurde eine signifikante Verkleinerung der MilzgroRe beobachtet
(Bourantas et al. 1994). Diese Ergebnisse mussen noch in groReren klinischen
Studien bestatigt werden (Odenike et al. 2005).

Anagrelide

Bei Anagreliden handelt es sich um ein Imidazol-Quinazolin Praparat, das die
zyklische Adenosin- Monophosphat-Phosphodiesterase inhibiert. Bezuglich der
MMM wurde es auf seine Wirkung auf die Megakaryopoiese und der damit
verbundenen Zytokinausschittung untersucht. Nach Untersuchung an einem
kleinen Patientenkollektiv gibt es keinen Beweis daflr, dass es die

Fibroosteosklerose des KM verbessert (Yoon et al. 1999).
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Thalidomid:

Urspringlich als Sedativum entwickelt, ist Thalidomid ein Medikament mit
einem Spektrum mehrerer Eigenschaften, die aber z. T. noch nicht ausreichend
analysiert sind. Bei Thalidomid handelt es sich gegenwartig um einen sehr
effektiven innovativen Therapieansatz zur Behandlung der PMF (Barosi et al.
2001; Tefferi et al. 2003). Es inhibiert die Produktion von TNF-a (Moreira et al.
1993), IL-6 und IL-12 (Moller et al. 1997). Als weitere Eigenschaft wird die
spezifische Hemmung der Fibroblastenproliferation angenommen. Zudem soll
es VEGF und weitere Interleukine sowie Interferone beeinflussen und
bestimmte Zelloberflachenantigene down regulieren (McCarthy 2004). Es zeigte
sich, dass die Therapie mit Thalidomid in Standarddosierungen mit einer Reihe
von unerwlnschten Nebenwirkungen vergesellschaftet ist, die eine prolongierte
Therapie verhindern. Jedoch wurde eine unter Therapie mit Thalidomid eine
Verminderung der Andmie und  Thrombozytopenie @ sowie  der
Hepatosplenomegalie beobachtet, so dass eine low-dose Therapie in Erwagung
gezogen werden kann(Barosi et al. 2001). Der Grad der Myelofibrose und
Osteosklerose scheinen sich unter Thalidomid nicht zu verandern- die
Veranderungen des VEGF und bFGF unterliegen breiten Schwankungen und

lassen keine eindeutige Schlussfolgerung zu (Strupp et al. 2004).

Imatinib:

Imatinib ist ein Tyrosinkinase-Inhibitor. Entwickelt wurde Imatinib urspringlich
als Inhibitor der PDGF-Rezeptor-Kinase. Da aber auch fibrosefordernde
Faktoren wie das Bcr-abl, das ARG und c-kit sowie deren
Oberflachenstrukturen assoziiert sind, werden sie ebenfalls durch Imatinib
gehemmt. Die Fibrose des KM schreitet unter Therapie mit Imatinib nicht fort, in
wenigen Fallen kommt es sogar zu einer Reduktion des Fasergehaltes
(Hasselbach et al. 2003).
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Pirfenidone:

Pirfenidone (5-Methyl-1-Phenyl-2-(1H)-Pyridone) wurde in der MMM bezuglich
seiner antifibrotischen Eigenschaften untersucht und seiner Fahigkeit Zytokine-
wie PDGF, TNF-a, und TGF-B zu inhibieren, die an der Pathogenese der
Myelofibrose beteiligt sind. Die Ergebnisse von Phase-lI-Studien waren
enttauschend, da nur einer von 28 Patienten einen klinisch signifikanten Benefit

im Hinblick auf die Anamie und Splenomegalie hatte (Mesa et al. 2001).

Etanercept:

Etanercept-ein TNF-alpha-Inhibitor-wird in erster Linie bei rheumatologischen
Erkrankungen eingesetzt. TNF-alpha stimuliert die Fibroblastenproliferation.
Beim Therapieversuch mit Etanercept konnte trotz der Hemmung des
fibrogenetisch wirkenden TNF-a keine Verminderung der intramedullaren

Fibrose beobachtet werden (Steensma et al. 2002).

KM- und Stammzelltransplantation bei der PMF:

Die KM- und allogene Stammzelltransplantation (ASZT) stellt bei der PMF den
einzigen kurativen Therapieansatz dar, die jedoch mit einer Transplantations-
assoziierten Mortalitat von bis zu 50 % belastet ist (Barosi et al. 2005; Barosi et
al. 2006).

Jedoch ist die allogene Stammzelltransplantation (ASZT) nur fUr ein bestimmtes
Patientenkollektiv anwendbar. Im Allgemeinen ist sie nicht fur Patienten
geeignet, deren Lebenserwartung zehn Jahre Gbersteigt (low-risk disease) oder
fur solche, die sechzig und alter sind. Es ist sinnvoll eine myeloablative ASZT
fur jungere Patienten (Alter < 50 Jahre) in Betracht zu ziehen, die eine
Lebenserwartung von unter funf Jahren besitzen (high-risk disease) (Mesa et al.
2006) oder nicht auf eine medikamentdse Therapie ansprechen. Eine ASZT,
vorzugsweise mit dosisreduzierter Konditionierung ist mit einer niedrigeren
Mortalitat verbunden und behalt dabei kuratives Potential und kann auch bei 45-
70jahrigen Patienten angewandt werden, die an einer high- oder intermediate-
risk Erkrankung leiden (Cervantes et al. 2007). Aktuell wird die ASZT fur
Patienten mit intermediate und high-risk-disease angewendet. Die Grenzen der

Transplantation werden standig Uberschritten durch Strategien, die versuchen,
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die Toxizitat der Behandlung zu vermindern, die antimikrobielle Prophylaxe zu
verbessern und die graft-versus-host-Reaktion zu vermindern (Kroger und
Mesa 2008). Die Erfolgsrate der ASZT ist vom Stadium der Erkrankung
abhangig. Bei Patienten mit Myelofibrose ist sie in 50-80% erfolgreich, wenn sie
im fibrotischen Stadium durchgefuhrt wird. Die Erfolgsrate sinkt bereits auf 25-
40% falls das Transplantat nach leukamischer Transformation zum Einsatz
kommt (Scott und Deeg 2006). Die autologe SZT kann nur als palliative

Therapie in Erwagung gezogen werden.

Neue Therapieansatze:

Experimentelle  Therapieversuche mit Substanzen, die direkt die
Fibroblastenproliferation angreifen, wie z.B. Colchicin, D-Penicillamin und anti-
TGF-beta haben noch keinen klinischen Erfolg erkennen lassen (Kaminsky
2005).

Die Fibroblastenproliferation ist nachweislich das Resultat einer
unangemessenen Ausschuttung von Wachstumsfaktoren wie PDGF, TGF-beta,
EGF, ECGF, bFGF und Calmodulin, die in den alpha-Granula der MK
gespeichert werden. Eine Hemmung der Ausschuttung oder der Wirkung dieser
Faktoren stellt einen weiteren Therapieansatz dar.

Auch Therapieansatze mit Vitamin D Analoga waren bisher recht erfolglos. In
vitro Versuche haben Grund zu der Annahme gegeben, dass diese Substanzen
fur die Kontrolle und Reduktion der Myelofibrose geeignet seien. Vitamin D3 soll
die Fibrose des KMs verbessern (Arlet et al. 1984; Richard et al. 1986), da es
die abnorme Differenzierung der MK reguliert. Dadurch wird eine exzessive
Sekretion von PDGF verhindert, das als einer der fibroseférdernden Faktoren
gilt. In der Praxis haben sich diese Hoffnungen aber noch nicht bestatigt.

Mit einer Therapie, die aus mega-dose Methylprednisolon (mPSL) gefolgt von
aktiviertem Vitamin D3 bestand, konnten jedoch Erfolge erzielt werden
(Matsukawa 2000). Die Blutparameter normalisierten sich bei den Patienten 41
Monate nach der Behandlung, die Knochenmarkhistologie bereits nach 10
Monaten. Mit diesem Therapiekonzept konnte in einigen Fallen eine
andauernde Remission erreicht werden.

Unter Ayalew Tefferi wurden zahlreiche Medikamente Uber einen Zeitraum von

zwOIf Jahren getestet. Einige zielten auf die Reduzierung der MK-Masse
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(Interferon a-2a, Cladribine), indem sie in die MK-Differenzierung eingriffen
durch MK-Neutrophilen-Interaktion (Anagrelide), durch Hemmung der TGF-3-
vermittelten  Fibroblastenproliferation und Kollagensynthese (Suramin,
Pirfenidone), durch Hemmung der PDGF-Rezeptor-assoziierten Tyrosin-
Kinase-Aktivitat (Imatinib, Mesylate) und durch Eingreifen in die Angiogenese
und TNF-a-Produktion (Thalidomide, Etanercept). Unglucklicherweise konnte
keines dieser Medikamente einen positiven Einfluld auf die KM-veranderungen
bewirken, obwohl ein klinischer Benefit unter Cladribine, Thalidomid und
Etanercept beobachtet wurde. Ein aktueller Therapieansatz versucht die Effekte
von TGF-B zu vermindern. Ein solcher Kandidat ist connective tissue growth
factor und menschliche klonale Antikorper gegen diese sind bereits in klinischen
Studien bei anderen fibrotischen Erkrankungen getestet worden. Eine klinische
Studie lasst erahnen, dass manche Molekile entweder den TGF-B-Rezeptor
oder die Postrezeptor Signal Intermediate, die Smad Proteine angreifen.
Zusammenfassend wird voraussichtlich eine Kombination von verschiedenen
Molekulen bendtigt werden um die komplexe Stromareaktion der MMM zu
kontrollieren. In dieser Hinsicht kdnnte das letztlich entdeckte CMPE-assoziierte
JAK2V617F ein  molekulares Ziel fir die Entwicklung eines

erfolgversprechenden Medikamentes darstellen (Tefferi et al. 2005).
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1.4 Fragestellung der Arbeit

Zum gegenwartigen Zeitpunkt wird die PMF symptomorientiert und
Uberwiegend palliativ behandelt (Barosi et al. 1999; Tefferi 2000; Mesa 2002).
Patienten mit PMF ohne Symptome mussen nicht behandelt, sollten aber
regelmalig untersucht werden (Reilly et al. 1997). Zur VerflUgung stehen
Bluttransfusionen, Androgene, Chemotherapie, chirurgische Interventionen und
Bestrahlungstherapie. Auferdem wurde gezeigt, dass ein ausgewahltes
Patientenkollektiv von einer allogenen Stammzelltransplantation, der einzige
kurative Ansatz, profitiert (Morel et al. 1997; Cervantes et al. 1998; Barosi 1999;
Mesa et al. 2000; Cervantes et al. 2001; Hasselbach 2001; Mesa et al. 2001).
Dies geschieht nach einer Hochdosischemotherapie mit dem Ziel der Ablation
des malignen hamatopoetischen Zellklons (Guardiola et al. 1999; Devine et al.
2002). Die Stammzelltransplantation wird Uberwiegend bei jingeren Patienten
eingesetzt. Es wurde gezeigt, dass sich bei Patienten bis zum 55. Lebensjahr
dadurch die Uberlebenszeit verlangert (Morel et al. 1997; Barosi 1999).
Die Zeit bis zum erfolgreichen Engraftment ist wesentlich kirzer bei Patienten
nach Splenektomie und ohne Osteosklerose. Das Uberleben nach
Transplantation ist signifikant schlechter bei anamischen Patienten mit
Osteosklerose (Lutz 2003).
Im Hinblick auf die Myelofibrose gibt es keine Medikamente, die dieses
charakteristische Merkmal signifikant verbessern. Es gibt einige Studien zum
Verhalten der Myelofibrose nach allogener Stammzelltransplantation aber nur
wenige Studien, die sich mit dem osteosklerotischen Knochenumbau bei der
PMF befassen. Wie sich dieser Parameter nach einer allogenen
Stammzelltransplantation verhalt, ist daher noch weitgehend unklar. Aus
diesem Grunde ergeben sich folgende Fragestellungen:
a) Kommt es zu einer Reduzierung des Endophytischen Knochenanteils
nach Stammzelltransplantation?

b) Wie sieht das Verhalten der Osteoklasten aus?
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2. Material und Methode

2.1. Ubersicht iiber das Patientengut

Im Rahmen dieser Studie wurden retrospektiv. Knochenmarkbiopsien von
insgesamt 20 Patienten (17 Mannern und 3 Frauen), die entsprechend den
WHO-Kriterien an einer PMF erkrankt waren, immunhistochemisch untersucht.
Die Beckenkammbiopsien und die klinischen Daten stammen von Patienten aus
verschiedenen Kliniken: dem Zentrum fur Pathologie der Universitat zu Koln
(Direktor:  Prof. Dr. H. P. Dienes), aus den Kliniken far
Knochenmarktransplantation in Essen (kommissarischer Direktor: Prof. Dr.
med. D.W. Beelen) bzw. dem Institut fur Pathologie (Direktor: Prof. Dr. med. D.
Schmidt) : (8) Patienten und dem Universitatskrankenhaus Hamburg Eppendorf
(Direktor: Prof. Dr. Dr. A. Zander) (12 Patienten), die im Rahmen einer
europaischen Referenzbeurteilung zugesandt wurden (Kroger et al. 2005).

Dabei wurden von Patienten jeweils vor und auch zu mehreren Zeitpunkten
nach der allogenen Stammzelltransplantation = Knochenmarkbiopsien
entnommen.Der Beobachtungszeitraum erstreckte sich Uber insgesamt bis zu
vier Jahren. Zur Vervollstandigung der Datensatze wurden bei den Patienten
zusatzlich relevante klinische und hamatologische Befunde erhoben. Das
mittlere Alter zum Zeitpunkt der ersten Biopsieenthnahme betrug 46,8 Jahre.

Es mussten bestimmte Kriterien fur die Aufnahme der Patienten in das

Untersuchungskollektiv erfullt sein:

Die Patienten hatten zuvor eine Therapie erfahren.

In der Anamnese konnte eine andere verwandte myeloproliferative Erkrankung
ausgeschlossen werden.

Zu Beginn des Beobachtungszeitraumes und als Sequenzbiopsien wahrend der
weiteren Krankheitsentwicklung lagen reprasentative Knochenmarkbiopsien

vor.

Die Dauer von dem Zeitpunkt der Diagnosestellung bis zur
Stammzelltransplantation lag im Mittel bei 2 Monaten (minimal 0 Monate,
maximal 121 Monate). In Tabelle 1 sind die Zeitpunkte der enthommenen

Biopsien in Bezug zu der durchgefuhrten Stammzelltransplantation dargestellt.

55



Von jedem Patienten untersuchten wir jeweils eine Biopsie, die im Mittel 20
Tage vor der Stammzelltransplantation entnommen worden war. Der minimale
Zeitraum betrug 5 Tage, der maximale lag bei 52 Tagen vor der
Transplantation. Die erste nach der Stammzelltransplantation gewonnene
Sequenzbiopsie wurde in einer Zeitspanne von 20 bis 84 Tagen mit einem
Mittelwert von 35 Tagen posttransplantationem entnommen. Von 12 Patienten
konnten wir eine zweite, die im Mittel 144 Tage nach der
Stammzelltransplantation (das Minimum betrug 105 Tage, das Maximum 184
Tage) enthommen wurde, analysieren. Von 9 Patienten konnten wir eine letzte
Sequenzbiopsie untersuchen. Diese wurde dabei im Durchschnitt 524 Tage (mit
einem Minimum von 213 und einem Maximum von 1435 Tagen) nach der

Transplantation entnommen.

Tabelle 1: Biopsiezeitpunkte in Tagen in Beziehung zum Tag der

Knochenmarkstransplantation.

Biopsiezeitpunkt | Biopsie vor | 1.Biopsie 2.Biopsie Letzte Biopsie
ASZT nach ASZT nach ASZT nach ASZT

Mittelwert 20+ 17 | 35 £17 Tage | 144 +29 Tage | 524 1365
Tage Tage

Minimum -5 Tage 20 Tage 105 Tage 213 Tage

Maximum -52 Tage 84 Tage 184 Tage 1435 Tage

2.2. Entnahme und Bearbeitung der Knochenmarksbiopsien

Bei Notwendigkeit einer Knochenmarkbiopsie, punktiert man bevorzugt die
Spina iliaca posterior superior des Os ileum. Die Trepanate werden bevorzugt
nach der von Jamshidi und Swaim (Jamshidi et al. 1971) beschriebenen
Methode gewonnen. Dazu wird das Knochenmark mit einer scharfgeschliffenen
Hohlstanze (Knochenmarkpunktionsnadel) entnommen. Ohne eingeblutete oder
komprimierte Areale zu bertcksichtigen, missen die nach diesem Verfahren
entnommenen Stanzzylinder mindestens eine Ausdehnung von 2 mm x 17 mm

aufweisen. Eine weitere Methode zu der Gewinnung von Knochenmark ist die
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Drillbohrung nach Burkhardt (Burkhardt 1966). Obwohl hierbei weniger
technisch bedingte Artefakte auftreten und die Biopsiequalitat ebenfalls gut ist,
hat sich diese Entnahmetechnik nicht durchsetzen kénnen.

Um zellzerstérende und autolytische Prozesse nach der Entnahme des KM
gering zu halten, mussen die Praparate so schnell wie modglich nach der
Entnahme in geeigneten Konservierungslosungen fixiert werden. Verwendet
man nur eine hochprozentige Formalinfixierung, fuhrt dies zu
Schrumpfungsprozessen und Verzerrungen der Knochenmarkarchitektur. Bei
der histopathologischen Beurteilung werden diese Veranderungen als sehr
storend empfunden. Die Schaefer'sche Fixationslosung (Schaefer 1984) schont
die Gewebsstruktur und hat sich deshalb als optimales Fixationsmedium flr
Beckenkammbiopsien bewahrt. Dieses Fixativum besteht aus:

20 ml 25%iger Glutardialdehydlésung, 30 ml 37%iger Formaldehydlésung und
15,8 g wasserfreiem Kalziumacetat, aufgefullt mit 1000 ml Aqua dest..

Ein vermehrter Einbau von gel6sten Kalziumionen in Membranstrukturen der
Zellen, der vor allem durch Glutardialdehyd bewirkt wird, fuhrt zu einer
Versteifung und damit zu einer verbesserten feinstrukturerhaltenden Qualitat
der Praparate. Artefakte durch Schrumpfungsprozesse und Verzerrungen
werden so vermieden. Damit auch das Zentrum der Stanze vollig durchfixiert
wird, sollte die Behandlungszeit nicht kirzer als 24-48 Stunden sein.

Die Beckenkammbiopsien enthalten in den harten Kompakta- und
Spongiosaanteilen Kalzium. Zur Dekalzifizierung, die fur eine gute
Schneidfahigkeit notwendig ist, verwendet man folgende Mixtur mit einem pH-
Wert von 7,0 bis 7,2: 100g Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) und 33g
Tris(hydroxymethyl-)aminomethan (THAM), aufgefullt auf 1000ml Aqua bidest..
Auf einem Schuttelgerat werden die Praparate bei Zimmertemperatur drei bis
funf Tage mit dieser Losung behandelt. Die Hydrolyse von basophilen
Gewebskomponenten lasst Artefakte entstehen, die im Extremfall
Gewebsnekrosen vortauschen kénnen; diese Hydrolyse mit ihren Folgen wird
durch neutralisiertes EDTA vermieden. Erst durch den Entkalkungsvorgang
erreichen die Praparate die gewunschte Schnittfahigkeit, da diese Behandlung
eine homogene Konsistenzangleichung von Paraffinblock- und Biopsiematerial
bewirkt (Schaefer 1984).
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Um gleichmafig dunne Schnitte herzustellen, muss das Biopsiematerial in eine
homogene Masse eingebracht werden. Dies wird durch Eingiessen des
Biopsiematerials in ein wasserunldsliches Medium, das aus gesattigtem C22
bis C28 Kohlenstoffketten besteht, erreicht. Die hydrophoben Eigenschaften
des Paraffins ermdglichen es, dem Gewebe Wasser mit Hilfe von organischen
Ldsungsmitteln, die eine hohe Affinitat zu Wasser besitzen, zu entziehen. Fur
die Dehydrierung der Beckenkammbiopsien verwendet man steigende
Konzentrationen von Athylalkohol in den Stufen von 50% Uiber 70% sowie 96%
bis zu 100%. Dieser Vorgang sollte bei einer Temperatur von etwa 39°C
stattfinden und dauert ca. 3 Stunden. Daran schlief3t sich ein funfzigminttiger
Waschvorgang in einem Xylol enthaltenden Intermedium an, durch den die
notwendige Angleichung zwischen dem hydrophilen Alkohol und dem
hydrophoben Paraffin erzielt wird. In wiederholten Paraffinbadern, die mit 59°C
knapp uUber dem Schmelzpunkt des Paraffins liegen, kdnnen die so behandelten
Praparate eine Stunde lang paraffinisiert und anschliefend in Einbettkassetten
eingegossen werden.

Eingespannt in einem Grundschlittenmikrotom (Leica RM 2145) Leitz GmbH,
Wetzlar, BRD), werden von den Paraffinblocken Schnitte einer Schichtdicke von
3 bis 5 ym angefertigt, bei 36-39°C fur 12-18 Stunden in einem Inkubator
gelagert und anschlielRend auf spezielle Adhasivobjekttrager (Super Frost Plus,
Menzel Glaser, Braunschweig, BRD) aufgezogen. Diese besondere Form der
beschichteten Objekttrager gewahrleistet eine intensive Haftung der
Schnittpraparate und ermoglicht eine langere Behandlung, besonders im
Verlauf von aufwendigen und praparatebelastenden immunhistochemischen

Farbeprozessen (Kaminsky 2005).

Die weitere histomorphometrische Untersuchung der Praparate erfolgte sofort
nach Beendigung des Farbevorgangs, um eine moglichst gleich bleibende
Farbintensitat ohne Ausbleichungseffekte, insbesondere hinsichtlich der

zytochemischen Reaktion, zu garantieren.
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2.2.1 Routinefarbung

Giemsa-Farbunq:

Die Giemsafarbung dient der Darstellung von Plasmabestandteilen der
Blutzellen. Die Praparate werden mit einer Azur-Eosin-Methylen-Blau-Lésung
bei einem pH-Wert von 6,8-7,0 versetzt und 3 Minuten mit Methylalkohol fixiert.
Daran schliel3t sich die 20-25minutige Farbung mit Giemsa-Losung an. Nach
dem Farbevorgang werden die Praparate mit Aqua dest. abgespult und kdnnen
nach dem Trocknen lichtmikroskopisch untersucht werden. Durch die Giemsa-
Farbung werden die Granulationen der neutrophilen Zellreihe amphophil
blaurdétlich, die der Eosinophilen rot und die der Basophilen und Mastzellen
blaurot-metachromatisch  dargestellt. Das Zytoplasma der unreifen
Erythroblasten wird blau, das der reifen Normoblasten rot und die

Zytoplasmaauslaufer der Osteozyten rotblau angefarbt (Schaefer 1984).

PAS:

Die Perjod-Saure-Schiff Reaktion (PAS) ermdglicht den Nachweis von
Glykogenablagerungen und die Anreicherung von Glykoproteinen in
Knochenmark-Schnittpraparaten. Eine positive Reaktion (Rotfarbung) kann bei
neutrophilen Granulozyten, sowie bei deren Vorstufen, Plasmazellen,
leukamischen Zellen, MK und Thrombozyten erfolgen. Hierbei nimmt die
Intensitat der Farbung proportional mit dem Glykogengehalt wahrend der
physiologischen Reifung zu. Eine Anfarbung von MK kann erst ab einer Grolie
von ca. 80 ym? erreicht werden; Vorstufen kdnnen nicht bzw. nur unvollstandig
angefarbt werden (Thiele et al. 1990; Thiele et al. 1992).

Alpha-Naphthyl-ASD-Chlorazetat-Esterase:

Diese Farbemethode weist histochemisch MK, Makrophagen, Monozyten,

Plasmazellen und Lymphozyten nach (Li et al. 1994). Da eine Hydrolyse bei
den MK nur durch das Substrat Alpha-Naphtyl-Azetat hervorgerufen werden
kann, und die Esterase zudem resistent gegenuber Aldehydfixation, Entkalkung
und Paraffineinbettung ist, kdnnen makrokaryozytare Zellbestandteile mittels
dieser Farbung erst sichtbar gemacht werden. Eine Anfarbung von

Promegakaryoblasten gelingt mit dieser Methode nicht, Megakaryoblasten sind
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schwach anfarbbar. Reife Megakaryozyten und atypische
Mikromegakaryozyten zeigen eine diffus positive Reaktion in Form einen

braunen Farbniederschlags.

Silberimpragnation nach Gomori:

Die Versilberung stellt die argyrophilen retikularen Kollagenfasern speziell vom
Typ Il dar. Dabei werden die zuvor entparaffinisierten Knochenmarkschnitte
verschiedenen Reaktionsschritten unterworfen. Die Farbung mit der
ammoniakalischen Silberldsung und die Kerngegenfarbung mit Kernechtrot
stellen die Hauptschritte der Reaktion dar. Bei dieser Farbemethode erscheinen
die Fasern lichtmikroskopisch schwarz und verhalten sich nach erfolgter
Farbung optisch anisotrop, weshalb sie polarisationsoptisch auf dunklem
Hintergrund abbildbar sind. Sie konnen in der Auswertung quantitativ bestimmt
werden. Die Knochengrundsubstanz und die kollagenen Fasern erscheinen
braun angefarbt, Zellgrenzen und Kerne reagieren haufig in einem schwarz-

braunen Farbton mit.

Perl’s Reaktion:

Diese Methode wird auch als Berliner-Blau-Reaktion bezeichnet und macht
Eisen in Blut- und Knochenmarksausstrichen sichtbar. Die Eisengranula, z.B.
die der Erythrozyten oder Erythroblasten imponiert bei der lichtmikroskopischen

Betrachtung in einem blauen Farbton.

2.2.2. Enzymhistochemische Farbung/ Tartrat-resistente saure Phosphatase

Einige, urspringlich fur Ausstrichpraparate entwickelte enzymhistochemische
Verfahren lassen sich auf Paraffinschnitte Gbertragen. Es handelt sich dabei um
den Nachweis solcher Enzyme, die resistent sind gegenuber der KGF-Fixation,
neutralen EDTA-Entkalkung und konventionellen Paraffineinbettung: Naphthol-
AS-D-Chlorazetatesterase (NACE), tartratresistente saure Phosphatase (TSP)
und Plattchenesterase (PE).

Die meist schwer Ioslichen Enzymkonzentrate werden nach Schéfer in einem
einheitlichen ,Universalldsungsmittel“(siehe unten) geldst, das als Detergens

einen Zusatz von Triton X-100% enthalt. Sofern die jeweiligen Substrate im
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Universallésungsmittel unter Einhaltung der angegebenen Gewichts-Volumen-
Relationen geloést werden, bilden sich bei der Herstellung der
Inkubationsmedien keinerlei Niederschlage, so dass sich eine Filtration erubrigt.
Als Kopplungsreagenz dient hexazoziertes Pararosanilin, vom Typ her eine
Azo-Kopplungsreaktion, das in kleinen, dicht schlieRenden Plastikgefallen in
gebrauchsfertige Portionen aufgeteilt bei -30°C monatelang haltbar ist
(Schaefer 1995).

Die saure Phosphatase im Serum stammt Uberwiegend aus dem Knochen, der
Prostata und den blutbildenden Organen. Sie fasst als Uberbegriff mindestens
funf Isoenzymfraktionen aus Prostata, Knochen, Thrombozyten, Erythrozyten
und der Milz zusammen.

Bei dem Isoenzym 5, die tartratresistente, saure Phosphatase (TSP/TRAP),
handelt es sich um einen Marker des Knochenabbaus. Dieses Enzym wird von
Osteoklasten gebildet und ist somit ein Parameter fur deren Aktivitat (Minkin
1982). Es ist eine eisenhaltige Phosphorylase, die ihr spezifisches pH-Optimum
bei 5,2 besitzt und gegenuber L (+)-Tartrat resistent ist. Diese Gruppe von
Isoenzymen ist nicht nur gegen Tartrathemmung, sondern auch gegen
Einflusse einer Chelatentkalkung und Paraffineinbettung resistent. Ihr
Vorkommen beschrankt sich auf das mononukleare, phagozytare System und
auf Erythrozyten (Bevilacqua et al. 1991). Neueren Studien zufolge existieren
zwei Formen des Isoenzym 5: eine Isoform 5a und 5b (Lam WK 1978), wobei
der Unterschied lediglich in einigen Sialinsaureresten der Isoform 5a besteht
(Halleen et al. 1996). Die Isoform 5a wird laut J. Halleen von aktivierten
Makrophagen gebildet (personliche Mitteilung, CTS-Meeting 2003, Zagreb). Die
Form 5b lasst sich nur in Osteoklasten und Makrophagen nachweisen. Da
Makrophagen nur eine inaktive Form des Isoenzyms 5b bilden, ist ein
immunologischer Nachweis der aktiven TRAP 5 b ein hochspezifischer Test der
Osteoklastenaktivitat (Halleen et al. 2001). Da der Osteoklast Quelle der
erhdhten Aktivitat der sauren Phosphatase ist, korreliert dementsprechend die
messbare Aktivitdt des Isoenzyms mit der Aktivitdt bei osteolytischen
Knochenveranderungen. Haufigkeit und Verteilung aktiver und inaktiver, also
auch zytoplasmaarmer Osteoklasten lassen sich an Beckenkammbiopsien am
besten mit der TSP-Methode beurteilen (Schaefer 1995). Fur die

lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden TRAP-farbungen angefertigt. In
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der TRAP Farbung stellt das Enzym sich braun dar und erlaubt so die
Identifikation von Osteoklasten.

Die Funktion der tartratresistenten, sauren Phosphatase ist noch nicht
vollstandig geklart, eine regulatorische und katalytische Funktion in der
osteoklastozytaren Degradation des Knochens ist beschrieben. Osteoklasten
sezernieren im Sinne eines Feedback-Mechanismus mit steigender Ca?+-
Konzentration, weniger TRAP (Moonga BS 1990). Zaidi et al. zeigten sogar,
dass in Osteoklastenkulturen durch Inhibition der TRAP mittels Antikorper der

Resorptionsprozess der Osteoklasten gestoppt wird (Zaidi et al. 1989).

Medium

100 ml 0,1 m Azetatpuffer (a), pH 5,6 werden mit

0,8 ml hexazotiertem Pararosanilin (b) gemischt. Es resultiert pH 5,2.

25 mg di-Natrium-Naphthol-AS-BI-Phosphat, gelost in 1 mi
Universalldsungsmittel (c) werden unter Schutteln zugesetzt (Endkonzentration
des Substrates: 5 x 100117). Kleine Portionen der Substratldsung kdnnen bei -
30°C in dicht geschlossenen Plastikgefalien tiefgefroren gehalten werden.

150 ml L(+)Weinsteinsaure, gelost in 1,8 ml n NaOH kénnen zur spezifischen
Erfassung der tartratresistenten sauren Phosphatase zugefligt werden
(Endkonzentration des Inhibitors: 10772, Allerdings kann dieser Zusatz auch
entfallen, da an paraffineingebetteten Schnittpraparaten ohnehin nur die
tartratresistenten Isoenzyme der sauren Phosphatase nachweisbar sind,
wahrend der tartrathemmbare Teil durch die kombinierte Wirkung von Fixation,

Entkalkung und Paraffineinbettung irreversibel inaktiviert ist.

In Xylol und absteigender Alkoholreihe entparaffinierte und gewasserte
Schnittpraparate werden 2h bei 40°C (oder Uber Nacht bei Zimmertemperatur)
inkubiert, 3 min. mit flieRendem Wasser, zuletzt mit destilliertem Wasser spulen.
Gegenfarbung der Kerne mit Mayers Hamalaun, Wassern, Eindecken in

Glyzeringelatine. Reaktionsfarbe: rot.
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Zusiatzlich notwendige Reagenzien:

(a) Natriumazetatpuffer pH 5,6 Konzentrat (20fach)

11,529 (10,92 ml) Eisessig

148,259 wasserfreies Natriumazetat (oder 245,88g Natriumazetat x 3 HIIO
werden in destilliertem Wasser geldst und in Messkolben auf ein Endvolumen
von 1000 ml eingestelit.

Diese Vorratslosung ist ohne die Gefahr der mikrobiellen Kontamination bei
Zimmertemperatur unbegrenzt haltbar. Vor Gebrauch wird der 0,1 m
Azetatpuffer pH 5,6 hergestellt, indem 5 ml des Konzentrats mit Aqua dest. auf

100 ml Endvolumen aufgefullt werden.

(b) Hexazotiertes Pararosanilin

100mg Pararosanilin HCI werden vollstandig in

6 ml 1 n HCI gel6st. Kuhlung des Reaktionsgefalles mit schmelzendem Eis von
aulden vor der Zugabe von

1,0 ml 1 n Natriumnitrit (69,0 mg NaNO[1 geldst in 10ml H1O).

Die vollzogene Hexazotierung wird durch einen Farbumschlag von Braunrot in
Strohgelb angezeigt. Die Reaktion ist nach 10 min abgeschlossen. Das
Hexazotat kann in dicht schliefenden Plastikgefallen portioniert wochenlang
bei - 30°C gelagert oder sofort verwendet werden. Eine langere Lagerung bei

Zimmertemperatur ist nicht moglich (Schaefer 1995).

(c) Universalldsungsmittel flir Enzymsubstrate

9 Volumina Dimethylsulfxid werden mit

1 Volumen Triton X-100R versetzt.

Dieses Gemisch verbindet gute LoOsungseigenschaften mit einer

Detergenswirkung. Aus diesem Grunde werden kleine Mengen dieses
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Universalldsungsgemisches auc den Inkubationsmedium und Spulflissigkeiten

bei immunhistochemischen Reaktionen zugeflugt.

Histochemisches Anfirben der TRAP mittels Burstone’s Media:

4mg Naphthol AS-Bl-phosphate werden in 0,25 ml N,N-dimethylformamid
aufgeldst und dazu werden 25 ml 0,2 M Acetat-Puffer (pH= 5,0), 35 mg Fast
Red Violet LB als Kopplungsreagenz und zwei Tropfen (60ul) MgCI2 gegeben.
In je 25 ml dieses gefiltertem Mediums werden nun bei 37°C verschiedene
Konzentrationen von L(+)-Tartrat (1; 32,5; 50; 100mM) hergestelit.

Mit diesen Ldsungen werden nun die Knochenschnitte bei Raumtemperatur
zwischen 30 min bis 3 Stunden inkubiert.

Dann werden die Schnitte 30 min in fliellendem Wasser gereinigt, bei

25 °C getrocknet und mit 1 % Fast Green FCF fur 1 min gegengefarbt und dann

eingedeckt.
2.3. Morphometrische Analyse

Die morphometrische Analyse stellt ein wissenschaftliches Verfahren dar, mit
dessen Hilfe Gewebe- und Zellkompartimente und andere Bestandteile (z. B.
Zellen) eines histologischen Untersuchungsgutes vermessen werden
(Oberholzer 1983). Durch die Mdglichkeit, die Merkmale dieser
morphologischen Strukturen in Form von Zahlen auszudricken, erlaubt dieses
Verfahren in erster Linie eine quantitative Erfassung in Form von Grof3e und
Flachenausdehnung von morphologischen Strukturen in histologischen
Praparaten. Die Ergebnisse koénnen dann anschlieBend in Beziehung
zueinander gesetzt werden.

Das fiur diese Studie verwendete Morphometriegerat besteht aus einer
Kombination von Mikroskop und angeschlossenem Rechnersystem (Pentium |,
60 MHz, 64 MB Arbeitsspeicher). Das von der Firma Zeiss hergestellte
Auslegermikroskop ist hierbei mit einem Kontron K64/IBAS-1 gesteuerten
Rechnersystem der Firma MOP-Videoplan (Munchen) verbunden. Auf dem
Rechner ist als Software ein Messprogramm installiert (OPTIMAS), das
komplexe Gewebestrukturen durch Festlegung von Parametersequenzen in

Verbindung mit der Parameterarithmetik erfasst und speichert. In Verbindung
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stehen die einzelnen Komponenten Uber eine handelstbliche Tastatur, einen
Bildschirm, einen Laserdrucker, einen Cursor und ein Digitalisiertablett
(Abmessungen: 28 x 28 cm). Letzteres stellt die Verbindung zwischen der
angeschlossenen Optik und dem Rechner her. Das nach der Arbeitsweise des
Induktionsprinzips verfahrende Gerat ermoglicht so die Erfassung von
rechnerkompatiblen Ortskoordinaten.

Hierbei beruht die Arbeitsweise auf dem Induktionsprinzip. Dies geschieht
derart, dass eine im Cursor vorhandenen Empfangsspule ein Magnetfeld,
welches von elektrischen Leitern im Digitalisierungstablett aufgebaut wird,
verandert. Derartige Magnetfeldveranderungen werden durch rasterférmig im
Digitalisierungstablett gelegene Leiter erfasst und als Punktkoordinaten an den
Rechner weitergeleitet. Hiermit ist sowohl die Erfassung eines Flachenmalles
durch Aneinanderreihung von Koordinaten, als auch eine
Koordinatendarstellung der Messwerte moglich.

Die jeweiligen Standortkoordinaten des Cursors werden von einem
mikroprozessorgesteuerten MefRsystem mit einer Geschwindigkeit von 100
Koordinaten pro Sekunde bei einer Diskriminierungsgeschwindigkeit von kleiner
als 0,1 mm errechnet.

Unter Zuhilfenahme des Auslegerarmes am Mikroskop ist es mdglich, eine auf
dem Cursor angebrachte Lichtquelle (LED) in das jeweilige mikroskopische
Praparat hinein zu projizieren. Somit ergibt sich in Verbindung mit dem
Digitalisierungsbrett die Mdglichkeit, Punkte im mikroskopischen Praparat als
Koordinaten zu erfassen oder auch durch Umfahren bestimmter histologischer

Strukturen (z.B. Zellen) deren exakte GrofRe zu ermitteln.

Das Messprogramm besteht aus mehreren Basisparametern:

P1: Gewebedefekte und spongiéser Knochen in um?

P2: Flache des Fettmarkes in ym?

P3: Zahl der markierten Zellen pro Gesichtsfeld

P4:. Flache des Knochenmarkes in pm? (Gesichtsfeldflache-Artefakt- bzw.
Spongiosaflache)

P5: Flache der Hamatopoese in um? (Knochenmarkflache-Fettmarkflache)
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Um eine groltmogliche MelRgenauigkeit zu garantieren, ist es nétig, vor jedem
Melvorgang eine Kalibrierung der Meldeinheit vorzunehmen. Indem man das
im Mikroskop sichtbare Areal mit 3 Punkten am Rand des Gesichtsfeldes
markiert, bestimmt man die Flache des Gesichtsfeldes, die dann als
Ausgangsgrolle fur verschiedene Berechnungen dient. Artefakte oder
Spongiosaanteile werden bei der Messung zur Bestimmung der Markflache von
dieser Ausgangsflache subtrahiert. Die histomorphometrische Auswertung
erfolgt ohne Kenntnis des Biopsiezeitpunktes. Durch Gegenzahlungen eines
anderen Untersuchers wird die Messgenauigkeit Uberprift. An der Kortikalis
beginnend durchfahrt man die Biopsie maanderformig. Flachenanteile wie
Spongiosabalkchen, Artefakte (Luftblasen, Risse, Einblutungen) oder Fettzellen
werden mit dem Cursor umfahren, die zu bestimmenden Zellen durch

LAnklicken® markiert.

2.3.1. Knochenanteil (Osteoklasten)

Bei den Knochenmarksbiopsien handelt es sich um ca. 18,4 x 3,9 mm?
Stanzbiopsien, das artefaktfreie Knochenmark besteht aus einer pra- und
posttransplantatorischen Biopsie und berucksichtigt etwa eine Flache von 1217
und 144 mm? (Thiele et al. 2005).

Zur Erfassung des Knochenanteils wurde die gesamte Biopsie morphometrisch
im Hinblick auf Biopsiegrof’e und trabekuldren Knochenanteil beurteilt. Die
Gesichtsfelder wurden maanderformig Uber die Gesamtflache analysiert. Fur
diesen Messschritt bendtigten wir eine 31,25fache Vergrof3erung. Bei gleicher
VergroRerung wurden aber zuvor in dem gesamten Praparat Artefakte
(kortikaler Knochen und angrenzendes Bindegewebe, Quetschungen, Risse,
Einblutungen, Luftblasen) beurteilt und mit dem Cursor umfahren, um
anschlieliend von der Gesamtflache des Praparates subtrahiert zu werden.
Dann erst wurde der Knochenanteil (trabekularer/spongidser Knochen)
vermessen.

Im Einzelnen wurden folgende Parameter fur jede Biopsie ausgewertet:

Gewebsdefekte (Einblutungen, Gewebseinrisse etc.) in mm?

Flache von spongidésen Knochen in mm?
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Daraus errechneten sich:

Biopsiegrofle in mm?
Markflache in mm? (definiert als Biopsiegrof3e abzuglich der Defekte und
Knochenanteile)

spongidser Knochenanteil an der Gesamtbiopsie in % (Thiele et al. 1989).

Fur dieses MelRprogramm wurden Praparate verwendet, welche mit der PAS-
Reaktion gefarbt worden waren (Schaefer & Fischer, 1968).
Die Vergrolerung betrug in diesem MelRprogramm fur die Erfassung der

BiopsiegroRe und Knochenanteile 31,25fach.

2.3.2. Quantifizierung der Osteoklasten

Anhand der gewonnenen morphometrischen Daten der auf den Knochenanteil
untersuchten Biopsieflachen im ersten Schritt erfolgte in einem zweiten Schritt
die  Zahlung der Osteoklasten. Daflir wurde maanderformig in jeder
Sequenzbiopsie die absolute Anzahl der Osteoklasten bei einer 250fachen
VergroRerung ermittelt. Auch bei dieser Zahlung haben wir die im vorherigen
Schritt vermessene Artefaktflache vom Gesamtflachenwert des Gesichtsfeldes
abgezogen und nicht bei der Auswertung berucksichtigt.

Als Farbung wurde die fir Osteoklasten spezifische TRAP verwendet. Nach
Thiele (Thiele et al. 1989) wurden alle phosphatasepositiven Elemente, die an
der endostalen/trabekularen Knochengrenze anliegend vorzufinden waren,
gezahlt, d.h. sowohl Riesenzell-(mehrkernige), grolde, mittlere bis kleinzellige
(einkernige) Osteoklasten sowie kernlose zytoplasmatische Fragmente von
variablen, meist kleinzelligen Osteoklasten.

Dieser Wert wurde dann in Bezug zu der oben beschriebenen
Knochenanteilflache gesetzt. Auf diese Weise wurde eine mittlere Anzahl der
Osteoklasten pro Quadratmillimeter (mm?) Biopsieflache des jeweiligen
Praparates errechnet. Eine zweite Zahlung der Osteoklasten fand zur Kontrolle

nach 2 Monaten statt. Alle Messungen wurden mit Mittelwert,
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Standardabweichung und Standardfehler ausgedruckt, anschliellend erfolgte

eine Speicherung auf PC.

2.4. Statistische Auswertung

Die bei der histomorphologischen Analyse vorher gewonnenen Daten wurden
statistisch ausgewertet, indem wir den empirischen Median, das arithmetisches
Mittel mit Standardabweichung sowie die Stichprobenspannweite (Range)
ermittelten.

FUr die Berechnungen benutzten wir das Programm ,SPSS/PC+ — Statistical
Package for the Social Sciences“ (Version 3.0, SPSS Inc., 444 N. Michigan
Avenue, Chicago, lllinois, USA). Im Ergebnisteil dieser Arbeit wurden stets der
Mittelwert und die Standardabweichung (95 % Konfidenzintervall) und

gegebenenfalls die Spannweite angegeben.

Statistische MaRe:

Stichprobenmittelwert:

Der Stichprobenmittelwert ist definiert als die Summe von Messwerten
(x i) dividiert durch deren Anzahl (n).

Stichprobenstandardabweichung:
Die Stichprobenstandardabweichung (s) ist definiert als Quadratwurzel der
Varianz (v), die sich aus der Summe aller Abweichungsquadrate, dividiert durch

die Zahl aller Messwerte minus eins, errechnet.
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3. Ergebnisse

3.1. Qualitative Beschreibung des Knochenmarkbefundes (Bilder)

Zur Darstellung des spongidsen Knochens wurden Praparate verwendet,
welche mit der PAS-Reaktion gefarbt worden waren. Die Osteoklasten wurden

mittels spezifischer TRAP gekennzeichnet.

Die Abbildungen enstammen von Biopsien, die vor und nach ASZT entnommen
wurden. Im Vergleich zu der Kontrollgruppe zeigt sich vor der ASZT eine
deutliche vermehrte kollagene Fibrosierung des KM, die bei der PMF haufig mit
endophytischen Knochenlasionen vergesellschaftet sind (Abb.2a). Drei Monate
nach ASZT kann bei dem gleichen Patienten eine signifikante Verminderung
der Fibrose beobachtet werden, wahrend die endophytischen Knochenlasionen
noch immer nachweisbar sind (s. Pfeil Abb. 2b). Nach 6 Monaten nach ASZT ist
wieder bei dem gleichen Patienten eine normale Dichte von einzelnen
retikularen Fasern zu sehen (Abb. 2c). In Bezug auf die Osteosklerose zeigte
sich vor und nach ASZT keine signifikante Verminderung des trabekularen
Knochenanteils. Die Anzahl der Osteoklasten hat sich nach ASZT hingegen
vermehrt (Abb. 2d).
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Abbildung 2: Fibroosteosklerotische Knochenmarksveranderungen der
Primaren Myelofibrose vor und nach Stammzelltransplantation
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3.2. Morphometrische Auswertung

Das durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt der Diagnosestellung lag bei den 20
in der Arbeit untersuchten Patienten bei 50 Jahren mit einer Variationsbreite
von 13 bis 64 Jahren. Es zeigte sich ein Uberproportional hoher Anteil des
mannlichen Geschlechts von 1:5,67, das entspricht absolut drei Frauen und 17
Mannern.

In den Tabellen 1 und 2 sind die klinischen und hamatologischen Daten im
Verlauf dargestellt. Aus den Daten der ersten, diagnostischen
Knochenmarksbiopsie konnte ein fur die PMF typisches Bild gewonnen werden.
Es wurden im Rahmen der Anamie erniedrigte Hamoglobinwerte gemessen, im
Mittel 10,7 g/dl mit einer Variationsbreite von 7,7 bis 15,5 g/dl. Analog dazu fand
sich auch eine stark reduzierte Erythrozytenzahl im peripheren Blutbild, hier
betrug der Mittelwert gerade einmal 3,6x10"'%/I mit einer Variationsbreite von 2,3
bis 5,5 x 10"?/1.

Bei den Leukozytenzahlen fielen Veranderungen in Form einer leichtgradigen
Leukozytose auf. So wurde zum Zeitpunkt der ersten diagnostischen Biopsie
ein Mittelwert von 16,8 x 10%/1 bei einer sehr groRen Variationsbreite von 2,4 bis
49,0 x 10% festgestellt. Ebenso zeigte sich ein hoher Anteil an Myeloblasten.
Dieser lag im Mittel bei 9,8 % mit einer Streuung von 0 bis 75 %. Bei den
Thrombozyten sieht das Bild ahnlich wie bei den Leukozyten aus, der Mittelwert
lag mit 379 x 10%1 im oberen Normbereich, es bestand jedoch auch hier eine
erhebliche Variationsbreite von 21 bis 1,218 x 101.

Als klinischen Parameter wurden ebenfalls Milz-und LebergroRe erfasst. So
stellte sich heraus, dass die Milzgrolie bei Erstbiopsie deutlich erhdht war, im
Mittel um 8,3 cm unterhalb des Rippenbogens bei einer Variationsbreite von 3
bis 14 cm unterhalb des Rippenbogens. Die Leber war nur diskret vergroflert,
so zeigten sich Mittelwerte von 1,8 cm unterhalb des Rippenbogens bei einer
Spannweite von 0-7 cm unterhalb des Rippenbogens. Da die untersuchten Milz-
und LebergroRen nur wahrend der ersten Untersuchung am 30. Tag nach ASZT
stattfanden, werden sie in einer separaten Tabelle dargestellit.

In Bezug auf die in den Tabellen 1 und 2 gezeigten klinischen und
hamatologischen Daten zeigte sich nach der ASZT ein gebesserter Befund.

Insbesondere die Leukozyten- und Thrombozytenzahlen wurden durch diesen
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Therapieansatz in ihre Normbereiche zurickgefuhrt, bei den Leukozyten stellte
sich eine Reduktion von 16,8 x 10%1 Giber 10,5 x 10%/1 an Tag 30 nach ASZT bis
hin zu 7,0 x 10/ an Tag 384 nach ASZT entnommenen Biopsie. Analog hierzu
sank der Anteil der Myeloblasten im peripheren Blut auf mittlere 0,1 % bei einer
Variationsbreite von 0 bis 1 %. Auch die Thrombozyten wurden in ihrer
Konzentration reduziert, es stellte sich eine Reduktion von initial 379 x 10%
ber 202 x 10%/1 bis hin zu 247 x 10%I wahrend der letzten Biopsie nach ASZT
ein. Dabei fiel zum Zeitpunkt der zweiten Biopsie an Tag 157 nach ASZT ein
gegeniiber der Norm erniedrigter Wert von 121 x 10%1 auf.

Die Anamie konnte nur diskret gebessert werden, so stieg der Hamoglobinwert
von anfanglich 10,7 g/dl auf 12,6 g/dl an Tag 384 nach ASZT, die Anzahl der
Erythrozyten im peripheren Blut konnte von 3,6 x 10'%/l nur minimal erhoht

werden (erste Untersuchung nach ASZT 3,8 x 10'?/l, letzte Untersuchung 3,7 x

10'211).

Tag 14 vor Tag 30 Tag 157 Tag 384
Parameter ASZT nach ASZT nach ASZT nach ASZT
Himoglobin Mittelwert 10,7 10,8 10,3 12,6
(g/dI) Median 9,7 10,5 10,1 12,2
Standard-
abweichung 2,7 1,3 1,0 4.0
Spannweite 7,7-155 9,5-14,5 94-114 8,9-17,0
Erythrozyten Mittelwert 3,6 3,8 3,2 3,7
(x10%/ml) Median 3,3 3,6 3.4 3,8
Standard-
abweichung 1,1 1,0 0,5 1,2
Spannweite 2,3-55 2,9-6,6 2,6-3,7 24-49
Leukozyten Mittelwert 16,8 10,5 8,2 7.0
(x10%/ml) Median 15,4 9,4 10,4 7,2
Standard-
abweichung 11,3 7,5 4.4 3,2
Spannweite 2,4-49,0 0,8-24,2 3,2-111 3,0-10,3
Thrombozyten | Mittelwert 379 202 121 247
(x10%/ml) Median 297 115 78 269
Standard-
abweichung 365 226 112 125
Spannweite | 21 -1.218 0,391 — 609 36 — 248 75— 373

Tab. 1: Klinische und hamatologische Daten im Verlauf (A and CC)
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Tag 14 Tag 30
Parameter vor ASZT | nach ASZT
MilzgréRe Mittelwert | g 3 6,3
(cm unter Median 9,0 50
Standard-
Rippenbogen) abweichung 4,2 4,3
Spannweite | 03 - 14 03-12
LebergroRe Mittelwert 1,8 1,7
(cm unter Median 1,5 0,0
Standard-
Rippenbogen) abweichung 2,2 3,2
Spannweite 0-7 0-8
Myeloblasten Mittelwert | g g 0.1
(%) Median 0.0 0.0
Standard-
abweichung 26,4 0,4
Spannweite | 0-75 0-1

Tab. 2: Klinische und hdmatologische Daten im Verlauf (2).
Erhebung fand nur an Tag 14 vor ASZT und an Tag 30 nach ASZT statt.

Anhand der gewonnenen morphometrischen Daten der auf den Knochenanteil
(Osteosklerose) untersuchten Biopsieflachen im ersten Schritt erfolgte in einem
zweiten Schritt die Zahlung der Osteoklasten. Die Darstellung der Osteoklasten
erfolgt durch enzymhistochemische Farbung mittels der tartratresistenten
sauren Phosphatase (TRAP), ein spezifischer Marker des Knochenabbaus.
Nach Thiele (Thiele et al. 1989) wurden alle phosphatasepositiven Elemente,
die an der endostalen/trabekuldaren Knochengrenze anliegend vorzufinden
waren, gezahlt, d.h. sowohl Riesenzell (mehrkernige), grol3e, mittlere bis
kleinzellige (einkernige) Osteoklasten sowie kernlose zytoplasmatische
Fragmente von variablen, meist kleinzelligen Osteoklasten. Dieser Wert wurde
dann in Bezug zu der oben beschriebenen Knochenanteilflache gesetzt. Auf
diese Weise wurde eine mittlere Anzahl der Osteoklasten pro Quadratmillimeter

Biopsieflache des jeweiligen Praparates errechnet.
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3.3. Knochenanteil (Osteosklerose)

In Bezug auf die Osteosklerose zeigte sich vor und nach ASZT keine

signifikante Verminderung des trabekularen Knochenanteils. Die Messungen

sind in Tabelle 3 aufgefuhrt. Die Entwicklung ist graphisch in Abbildung 3a

dargestellt.
Tag 14 vor | Tag 30 nach Tag 157 Tag 384
Parameter ASZT ASZT nach ASZT nach ASZT
Spongioser
Knochenanteil
an der
Gesamtbiopsie .
in (%) Mittelwert | 5 4q 57 6,74 6,38
Median 5,23 46 5,84 6,08
Standard-
. 2,40 2,14 4,13 1,91
abweichung
.. |2,67-12,52 2,44-9,68 2,41-18.58 3,75-9.47
Spannweite

Tab. 3 Spongidser Knochenanteil an der Gesamtbiopsie in (%)

Abb. 3a: Entwicklung des spongidsen Knochenanteils nach ASZT bei der PMF
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3.4. Osteoklasten

Die Frequenz der Osteoklasten ist in Tabelle 4 aufgefuhrt. Im Vergleich zur

Kontrollgruppe zeigte sich eine bleibend erhdhte Anzahl von Osteoklasten pro

Knochenflache nach ASZT. Die Verteilung ist graphisch in Abb. 4a dargestellt.

Tag 14 vor | Tag 30 nach Tag 157 Tag 384
Parameter ASZT ASZT nach ASZT nach ASZT
Osteoklasten Mittelwert 222 34,35 47,73 27,11
Median 17 34 28,5 18
Standard-
abweichung | 20,66 30,28 48,25 20,37
Spannweite 2-79 8-140 4-151 6-76

Tab. 4 Frequenz der Osteoklasten vor und nach ASZT.

Abb. 4 a: Entwicklung der Osteoklastenfrequenz nach ASZT bei der PMF

60

50

40

30

20

Frequenz der Osteoklasten

10

Tag 14 vor ASZT

Tag 30 nach ASZT

Tag 157 nach ASZT

Zeitpunkt der Biopsie

75

Tag 384 nach ASZT



4. Diskussion

4.1. Vergleich mit tierexperimentellen Daten

Die pathogenetischen Untersuchungen, die den sekundaren Veranderungen
des Knochenmarkstromas in der MMM zugrunde liegen, sind wie bereits
erwahnt nur unvollstandig geklart. Um diesen Aspekt naher zu untersuchen,
wurden Mausemodelle konstruiert, um die Mechanismen und die Pathogenese
der Myelofibrose und Osteosklerose auf den Grund zu gehen. Es besteht bei
den Mausemodellen die Mdglichkeit krankheitsspezifische Molekulardefekte zu
entdecken, die zukunftstrachtig die Therapie der PMF verbessern kdnnten.

Es schien so, dass Mechanismen und genetische Veranderungen, die die
Myelofibrose und Osteosklerose in Mausemodellen induzieren, einen
Aufschluss Uber molekulare Ursachen der menschlichen Erkrankung geben
konnten.

Die Entwicklung der extramedullaren Hamatopoiese und die Entwicklung der
Myelofibrose, ausnahmslos mit Thrombozytose und Megakaryozyten-clustern
assoziiert, wurde in mehreren Mausemodellen, die im Rahmen von CMPE
durchgefuhrt wurden, beobachtet.

Es gibt zwei spezifische Mausemodellen, die mehrere Aspekte der PMF
widerspiegeln. In diesen Mausemodellen wurde in vivo entweder eine
unangemessene Ausschuittung von TPO, der physiologische Regulator der
Hamatopoiese, versursacht (TPO™" Mause) oder die megakaryozytére Zelllinie
mittels der verminderten Ausschittung von Transkriptionsfaktor GATA-1
(GATA-1°" Mause) unterdriickt. Diese GATA-1°" Mause entwickeln eine
progressive Anamie, Myelofibrose und extramedullare Hamatopoiese und
weisen eine erhdhte Anzahl von zirkulierenden Vorlauferzellen auf, wenn sie
altern. Zusatzlich sind im Gegensatz zu gleichalten normalen Mausen erhdhte
Werte von TGF-R, PDGF, VEGF und Osteokalzin in dem Knochenmark der
GATA-1°" Mause zu finden (Vannucchi und Cellai 2002). Die mégliche Rolle

von GATA-1 in hamatopoietischen Erkrankungen wird ausserdem durch
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folgende Beobachtung unterstitzt: in erworbenen Mutationen in GATA-1 konnte
eine vorubergehende myeloische Funktionsstérung bei Patienten mit Down-
Syndrom beobachtet werden (Groet et al. 2003). Wiedem auch sei ist die
Stellung der GATA-1-Ausschittung bei Patienten mit PMF umstritten. Eine
Studiengruppe berichtete von keiner nachweisbaren GATA-1-Ausschittung in
CD34"-Zellen, die von Patienten mit Myelofibrose isoliert worden waren
(Martyré et al. 2003). Im Gegensatz dazu berichtet eine andere Gruppe von
erniedrigten GATA-1-Werten in Vorlauferzellen, die von Patienten mit MMM
isoliert wurden (Vannucchi et al. 2003). Es wurde keine bedeutsame
Veranderung in der Struktur oder Ausschittung von GATA-1 bei Patienten mit
PMF gefunden (Martyré et al. 2003), was wiederum einen wichtigen
Unterschied zwischen der Erkrankungsform von Ma&usen und der
Erkrankungsform bei Menschen darstellt.

Andererseits konnte beobachtet werden, dass etwa 30 % der Megakaryozyten
in Knochenmarkbiopsien von Patienten mit PMF nicht mit anti-GATA-1-
Antikorpern besetzt werden konnten, was darauf hinweist, dass GATA-1-
Defekte moglicherweise auf einen immer noch unbekannten posttranslationalen
Defekt zurlckzufiuhren sein konnte, welcher an der Pathogenese der
Erkrankung mitwirkt (Vannucchi et al. 2005).

1'% Mausen

Neulich wurde in einem Mausemodell gezeigt, dass bei GATA-
Mitglieder der BMP-Familie (Bone Morphogenetic Protein) essentiell an der
Entstehung der frihen Osteosklerose beteiligt sind (Garimella et al. 2007).

Neuere Studien zeigen, dass der PMF 2zwei voneinander abhangige
pathogenetische Mechanismen zugrunde gelegt werden koénnen. Einerseits
eine Megakaryozyten-gewichtete klonale Myeloproliferation und eine zweite
(paraneoplastische) stromale Reaktion, welche die Knochenmarksfibrose,
Osteosklerose und Angiogenese sowie eine extramedullare Hamatopoiese
(EMH) beinhaltet. Mausemodelle zeigten, dass JAK2V617F eine PV-ahnliche
Erkrankung bei Mausen hervorruft, wohingegen MPLW515L einen PMF-
Phanotyp verursacht. Nichtsdestotrotz zeigt etwa die Halfte der Patienten mit
PMF weder die Mutation noch die zielgerichtete pathogenetische Konsequenz
dieser Mutation, wenn sie vorhanden ist- dies muss noch geklart werden.

Der zweite Mechanismus im pathogenetischen Prozess der PMF beinhaltet

Veranderungen des Knochenmarks (i.e. kollagene Fibrose, Angiogenese und
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Osteosklerose), welche oft mit der Krankheit einhergehen sowie die EMH,
welche in der Milz, Leber und anderen Stellen zu beobachten ist. Es wird
angenommen, dass diese paraneoplastischen histologischen Veranderungen
durch klonale zellulare Zytokine sowie durch autoimmune Reaktionen auf das
veranderte Knochenmarkstroma vermittelt werden. Es wurde mehrfach in
diesem Kontext nachgewiesen, dass Knochenmarksfibroblasten in der PMF
polyklonal sind und sowohl zellulare und extrazellulare Zytokine oft bei
erkrankten Patienten verandert sind. Allgemein anerkannt ist die Hypothese,
dass beim Menschen, einen veranderte zellulare Wechselwirkung zwischen
Megakaryozyten und Neutrophilen zur Freisetzung von Zytokinen wie: TGF-R,
PDGEF, basic fibroblast growth factor und TNF-a beitragt.

Ein ahnliches Szenario kann bei experimentell in Mausen induzierter
Myelofibrose mit entweder systemisch erhdoht ausgeschittetem Thrombopoietin
oder auf die megakaryozytare Linie begrenzte vermindert ausgeschutteter
Transkriptionsfaktor GATA-1 verursacht werden und es zeigen sich PMF-
ahnliche Knochenmarksveranderungen. Ahnliche Mausemodelle legen nahe,
dass das aus der hamatopoietischen Zellreihe stammende TGF-3 eine
tragende fibrogenetische Rolle spielt sowie fir die Entstehung der
Osteosklerose das Osteoprotegerin.

Weitere Studien zeigen ahnliche Abweichugen im SDF-1/CXCR4 System
sowohl bei Patienten mit PMF und bei GATA1°"-Mausen. Es ist noch nicht
geklart, welcher Mechanismus der verminderten Expression von CXCR4
zugrunde liegt (Migliaccio et al. 2008).

In dem zweiten spezifischen Mausemodell untersuchte man die TPO-
Ausschuittung und deren Folgen. Bei der einfachsten Herangehensweise wurde
eine verkurzte Version des rekombinanten TPO-Molekuls mit einem Polyethylen
Glycol Schwanz (PEG-r-MGDF) gekoppelt und 14 Tage lang taglich in
erwachsene Mause injiziert. Alle Mause entwickelten eine Thrombozytose in
Anwesenheit von grofden Thrombozyten, Leukozytose, Anamie, Splenomegalie
mit erhdhten Megakaryozytenwerten und eine extramedullare Hamatopoiese.
Bei der hochsten Dosis, die injiziert wurde, konnte eine herdférmige Ablagerung
von Retikulinfasern im Knochenmark beobachtet werden, welche sich nach

Beendigung der Injektionen rasch zurlckbildete (Abina et al. 1998).
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Nichtsdestotrotz konnte eine umfassende Suche nach Funktionsstérungen in
der TPO-Regulierung und/oder dem c-mpl Signalubertragungsweg in 14
Patienten mit PMF nicht gefunden werden (Taksin et al. 1999).

Schlussendlich scheint die erhdhte Anzahl an polymorphkernigen Leukozyten,
die Emperipolesis innerhalb des megakaryozytaren Zytoplasmas begehen und
sowohl bei den Mausemodellen als auch bei der menschlichen Myelofibrose
auftreten, da die Emperipolesis im Knochenmark von Patienten mit PMF genau
untersucht wurde und mit der Menge an Retikulinablagerung Ubereinstimmte
(Schmitt et al. 2000). Gleichzeitig ist die Struktur der Verteilung von
immungekennzeichneten P-Selektin in Megakaryozyten bei Mausen und
Menschen ahnlich: nicht nur die a-Granula, sondern auch die im Zytoplasma
verstreuten  kleinen Vakuolen und einige Membranen, die ein
Demarkationssystem bilden, wurden bei beiden gefunden (Schmitt et al. 2000).
Die experimentellen Modelle, die sich mit der Pathogenese der Myelofibrose
und Osteosklerose bei Mausen entweder durch hohe TPO-Ausschuttung oder
durch GATA-1""" Mutation beschaftigt haben, haben die These bekraftigt, dass
Megakaryozyten definitiv an der Entwicklung der Myelofibrose beteiligt sind und
die entscheidende Rolle von TGF-B als zugrundeliegenden Prozess der
Retikulinfaser- und Kollagenfaserablagerung bestarkt. Das gleich gilt fur OPG
im Hinblick auf die Osteosklerose.

Demzufolge haben die Mausemodelle und die menschliche Erkrankung den
Mechanismus der Zytokinausschuttung aus Megakaryozyten gemeinsam, der
zu einer Aktivierung von Fibroblasten und einer Ablagerung von
Matrixkomponenten fuhrt (Vannucchi et al. 2005).

Da sich aber bei allen Tiermodellen die experimentelle Myelofibrose nicht in
klonaler Myeloproliferation wiederholt, welches fur die menschliche MMM
fundamental ist, focussierten weiterfUhrende Studien auf menschliche
Knochenmarksfibroblasten.

Auch Veranderungen in der Genstruktur oder Genexpression: TPO, c-MPL,
GATA1 oder FOG-1 (Transkriptionsregulatorgen von GATA1) konnte nicht in
menschlicher MMM nachgewiesen werden. Nichtsdestotrotz liefert die
Maoglichkeit der Tierversuche eine Erleichterung der in vivo getestete

Medikamente und kann zur lIdentifizierung von entscheidenden Molekullen
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verhelfen,die ein therapeutischen Ansatz in Zukunft darstellen konnten (Tefferi
et al. 2005).

4.2. Ursachen der Osteosklerose

Die PMF verursacht deutliche Veranderungen der Knochenstruktur. Sie ist
charakterisiert ~ durch fortschreitende Knochenmarksfibrosierung in
fortgeschrittenen  Stadien durch  Osteosklerose. Die Herkunft der
Knochenmarksfibrose und Osteosklerose ist noch immer ungeklart. Bei der
Fibrosierung des Markes handelt es sich um einen reversiblen Prozef (Smith et
al. 2001). Durch die Transplantationen kommt es zu einer vollstandigen oder
zumindest sehr deutlichen Remission der Markfibrose (Anderson et al. 1997;
Guardiola et al. 1999), die bei der Heilung bestehen bleibt. Man vermutet, dass
eine ,graft-versus-fibrosis“Reaktion existiert (Cervantes et al. 2000; Smith et al.
2001), die zu diesem Ruckgang der Fibrose beitragen konnte. Die
Osteosklerose betrifft vor allem die Wirbelsaule, Becken und das proximale
Segment der langen Rohrenknochen und kann durch konventionelles Rontgen
bei 30% bis 70% festgestellt werden. Studien lassen vermuten, dass die
Osteosklerose Folge von den hamatopoietischen Veranderungen sind. Es
wurde nachgewiesen, dass die Vermehrung der Osteosklerose auf einen
erhdhte Anzahl von knochenaufbauenden Osteoblasten im Gegensatz zu
weniger leistungsfahigen abbauenden Osteoklasten bei gut erhaltener
Knochenformation mit niedriger Mineralisationsrate zurlckzufuhren ist
(Mellibovsky et al. 2004).

Im Knochenmark befinden sich hamatopoietische und nicht-hamatopoietische
Zellen, welche durch das gleiche System vaskularisiert werden. Vor kurzer Zeit
wurde eine gemeinsame Stammzelle fur Vorlauferzellen der Osteoblasten und
hamatopoietischen Stammzellen im Knochenmark einer Maus identifiziert.
Andere Mausemodelle zeigten eine wahrscheinliche Rolle des OPG fur die
Entstehung der Osteosklerose. Dieses Mausemodell wurde durch eine folgende
Patientenstudie bestatigt. Es konnte gezeigt werden, dass bei der
fortgeschrittenen PMF mit Osteosklerose und Vermehrung der Knochentrabekel
typischerweise durch die Abwesenheit bzw. sparliche Prasenz von
Osteoklasten begleitet wurde. Da die Osteoklastenanzahl mittels OPG inhibiert

wird, untersuchte man die OPG-Ausschuttung bei Patienten mit PMF und
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schwerer Fibrose und Osteosklerose, welche eine signifikant hohere
Ausschittung von OPG-mRNA (bis zu 71 fach) hatten als Patienten mit weniger
Knochenmarkfibrose und Osteosklerose oder eine Kontrollgruppe. RANKL
(Receptor Activator of Nuclear Factor kappaB Ligand), ein positiver Regler der
Osteoklastendifferenzierung und vermeintlicher Antagonist von OPG wird bis zu
34 fach hoher ausgeschittet vor allem in der fortgeschrittenen PMF. Die
RANKL/OPG-Ratio in fortgeschrittener PMF zeigte eine grosse Streuweite, die
sich nicht von anderen Stadien der Erkrankung unterschied. Die Osteosklerose
und beeintrachtigte Osteoklastenfunktion bei der PMF scheint mit einer
erhdhten endothelialen OPG-Ausschittung assoziiert zu sein, aber eine
begleitende Verminderung des Antagonisten RANKL konnte nicht
nachgewiesen werden (Bock et al. 2005)

Nur wenige Studien haben sich bisher mit den Veranderungen der
Knochenstruktur bei der PMF beschaftigt. Coindre untersuchte neun Patienten
und fand einen signifikanten Anstieg des trabekuldren Knochenanteils und eine
verminderte Anzahl von Osteoklasten zu Beginn der Krankheit. Dies ist mit der
Tendenz assoziiert, eine reduzierte Osteoklastenaktivitat in fortgeschrittenen
Stadien aufzuweisen. (Schmidt et al. 2007).

Als einziger kurativer Ansatz bei Patienten, die an der PMF erkrankt sind,
haben sich in den letzten Jahren die Knochenmarks- und vor allem auch die
PSZT herausgestellt. Es hat sich gezeigt, dass bis vor wenigen Jahren im Falle
der PMF besonders jungere Patienten mit einem schweren Krankheitsverlauf
von der Stammezelltransplantation im Rahmen der KMT profitieren (Barosi
1999). Bei 90 % zeigte sich ein ein erfolgreiches Engraftment, prognostisch
ungunstig wirkten sich starke Faservermehrung im Knochenmark und eine
schwere Anamie aus (Tefferi 2000). Bei 70 % der Patienten wurde eine
komplette hamatologische Remission beschrieben, bei 40 % sogar ein
Ruckgang der Knochenmarksfibrose (Tefferi 2000). Diese Erfolgsaussichten
wurden jedoch durch hohe Komplikationsraten bei dieser Therapieform getrubt,
durch das Auftreten von Infektionen, Organversagen, akuter oder chronischer
Graft-versus-Host-Reaktionen kam es zu einer Letalitdt von bis zu 40 %
(Devine et al. 2002).

Das Ausmass der Myelofibrose spielt eine wichtige Rolle fur den
Krankheitsverlauf nach Transplantation. Eine Arbeit, die die PSZT bei PMF
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untersucht, steht auch zur Verfugung (Kréger et al. 2005). Darin wurde bei 21
Patienten der Krankheitsverlauf wahrend eines Jahres nach PSZT dargestellt.
Insgesamt kam es hier bei 75 % der Patienten zu einer histopathologischen
Komplettremission, die restlichen 25 % erholten sich partiell, zeigten jedoch
auch einen Ruckgang der Knochenmarksfibrosierung. Alle Patienten in dieser
Studie zeigten eine hamatologische Antwort in Form einer sich erholenden
Hamatopoiese.

Die Reversibilitat der Knochenmarksfibrosierung und Osteosklerose spielt fur
die langfristige Erholung eine wichtige Rolle. Durch das Entfallen der Produktion
von PDGF und TGF- durch den malignen Klon wird sie ermoglicht. Da diese
Mediatoren die Fibrosierung stimulieren, schreitet der Prozess nach einer
zytoreduktiven Therapie nicht mehr fort. Es konnte gezeigt werden, dass es
sich bei der Fibrosierung um einen reversiblen Prozess handelt, der entweder
durch das Fehlen der Mediatoren (Deeg et al. 2003) oder aber durch eine
,Graft-versus-fibrosis“ Reaktion zu begrinden ist (Cervantes et al. 2000).
Neuerdings kann nahegelegt werden, dass die Prognose der PMF vom Grad
der Myelofibrose zum Zeitpunkt der Diagnose abhangig ist, da eine frihe PMF
mit einem Myelofibrosegrad 0 bis 1 eine wesentlich bessere Prognose hat als
eine fortgeschrittene PMF mit einem Myelofibrosegrad 3 (Michiels et al. 2006).
Wie auch immer konnte in multivarianten Datenanalysen kein signifikanter
Einfluss der Fibroosteosklerose auf die Prognose nachgewiesen werden
(Kvasnicka et al. 1999; Thiele und Kvasnicka 2003).

In unserer Arbeit wurde gezeigt, dass die Faserdichte und damit die
Myelofibrose etwa sechs Monate nach ASZT auf ein normales Mass
zurlckgingen. Dies stimmte Uberein mit anderen Studien, die dhnliche Verlaufe
in Bezug auf die Myelofibrose beobachtete (Deeg et al. 2003).

Das Ausmal} der Osteosklerose wies keine signifikanten Unterschiede vor und
nach

ASZT auf, wohingegen die Zahl der CD34-positiven Progenitorzellen mit initial
hohen Konzentrationen in der Mark- und Hamatopoieseflache rucklaufig war
und sich bei jenen Patienten, die Engraftment zeigten, auf Normwerte
einpendelten. Die Zellproliferation und —apoptose zeigten steigende
Zellumsatze im Verlauf. Insgesamt lasst sich durch die Ergebnisse dieser

Arbeit, aber auch durch die parallel dazu gewonnenen Erkenntnisse der
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therapeutische Nutzen einer PSZT bei fortgeschrittener PMF darstellen und

sich deren Einsatz rechtfertigen.

5. Zusammenfassung

Diese Arbeit schliel3t Knochenmarksbiopsien von 20 Patienten mit PMF ein. Es
wurden Biopsien vor und nach einer allogener PSZT gewonnen, eine an Tag 14
vor und drei Biopsien nach PSZT, diese zeitlich standardisiert an den Tagen 30,
157 und 384 nach PSZT. Die Auswertung erfolgte anhand morphometrischer
Kriterien computerunterstitzt. Untersucht wurde einerseits ob es zu einer
Reduzierung des endophytischen Knochenanteils nach PSZT kommt und
andererseits wie sich die Osteoklasten vor und nach PSZT verhalten. Zu
diesem Zweck wurden zur morphometrischen Erfassung des endophytischen
Knochenanteils Praparate verwendet, die mit PAS-Reaktion gefarbt worden
waren, anderseits die Osteoklasten mittels spezifischer TRAP gekennzeichnet.
Anhand der gewonnenen morphometrischen Daten der auf den Knochenanteil
untersuchten Biopsieflachen im ersten Schritt erfolgte in einem zweiten Schritt
die Zahlung der Osteoklasten. Es gibt einige Studien zum Verhalten der
Myelofibrose nach allogener Stammzelltransplantation, aber nur wenige
Studien, die sich mit dem osteosklerotischen Knochenumbau bei der PMF

befassen.

Unter Berlcksichtigung der in Kapitel 1.4 formulierten Fragestellungen dieser

Arbeiten ergaben unserer Untersuchungen folgende Ergebnsse:
1.)In Bezug auf die Osteosklerose =zeigte sich in den
Knochenmarksbiopsien vor und nach PSZT keine signifikante

Verminderung des endophytischen Knochenanteils.

2.) Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte sich eine bleibend erhdhte Anzahl

von Osteoklasten pro Knochenflache nach PSZT.
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