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Die Bedeutung der Versuc]'\sbedingungen fir die Entstehung einer Fibrose wurde unetr-
sucht.

. Vergleiche mit nichtmyelofibrotischen Ratten derselben Versuchsserien sowie mit den

Verinderungen bei der Osteomyelofibrose des Menschen wurden angestellt. wobei die
weitgehende Ubereinstimmung - vor allem in histo-pathogenetischer Sicht - zwischen der
menschlichen und der beschriebenen Rattenosleomye]ofibrose festgeste“t werden konnte.
Die auf der Basis des Versuchsmodells und der Befunde méglichen Atiologien fiir die
Entstehung der beschriebenen Verinderungen in unseren Versuchstieren wurden erértert,
wobei der Schwerpunl(t auf einer immuno]ogischen Deutung im Sinne einer Autoim-
munreaktion lag.

Die Bedeutung einer slochen Auffassung fir das Verstandnis und die Einordnung be-
stimmter Formen der Osteomyelofibrose beim Menschen wurden diskutiert.

. The importance of the experimental conditions for the formation of a fibrosis was

examined.

. Comparisons were drawn with non-mye]ofibrotic rats used in the same series of ex-

periments, as well as with the changes-observed in osteomye]ofibrosis in humens, where
it was possible to confirm the extensive similarity, above all from the histo-pathological
point of view, between the human form and the described osteomyelofibrosis in rats.

. The possible etiologies for the production of the described mutations in our test animals

were discussed on the basis of the test models and the findings obtained, stress being
laid on an immunologic interpretation in accordance with an autoimmunization reaction.

. The significance of such an interpretation for the comprehension and the classification

of certain forms of osteomyelofibrosis in humans were discussed.

. The importance of the experimental conditions for the formation of a fibrosis was

examined.

. Comparisons were drawn with non-myelofibrotic rats used in the same series of ex-

periments, as well as with the changes-observed in osteomye[ofibrosis in humans, where
it was possib]e to confim the extensive simi[arity, above all from the histo-patho[ogica]
point of view, between the human form and the described osteomye]ofibrosis in rats.

. The possible etiologies for the production of the described mutations in our test animals

were discussed on the basis of the test models and the findings obtained, stress being
laid on an immunologic interpretation in accordance with an autoimmunization reaction.
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periments, as well as with the changes-observed in osteomyelofibrosis in humans, where
it was possible to confirm the extensive similarity, above all from the histo-pathological
point of view, between the human form and the described osteomyelofibrosis in rats.

. The possible etiologies for the production of the described mutations in our test animals
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of certain forms of osteomye]ofibrosis in humans were discussed.



EUR 4043 d

ASSOZIATION

Europdische Atomgemeinschaft - EURATOM
Gesellschaft fir Strahlenforschung mbH - GFS

OSTEOMYELOFIBROSE IN RATTEN NACH LETALER
GANZKORPERBESTRAHLUNG UND TRANSFUSION
ALLOGENER KNOCHENMARKZELLEN

von

H. BECKER, E.P. CRONKITE, T.M. FLIEDNER, H. MESSNER und R. STODTMEISTER

1968

Bericht abgefasst bei der Abteilung fir Klinische Physiologie,
Zentrum fir Klinische Grundlagenforschung der Universitét Ulm

Ulm/Donau - Deutschland

Assoziation Nr. 031-64-1 BIAD



SUMMARY

ZUSAMMENFASSUNG

Der vorliegende Bericht untersucht die Eignung der Feldionen-
massenspektrometnie zur quantitativen Analyse hochsiedender Polyphenyle
und Polyphenylgemi'sche.

Dabei ergibt sich, dass die Feldioni‘sierung zur Gruppenana=lyse
der Polyphenyle sehr geeignet ist, da die Massenspektren sehr einfach sind
(keine Bruchstiicke mit relativen Intensititen > 1 %) und die Feldionisie-
rungswahrscheinlichkeiten der verschiedenen Polyphenyle innerhalb der
Messgenauigkeit iibereinstimmen.

Schwierigkeiten sind mit der Probenzufﬁhrung zum Massenspe](tro-
meter verbunden. Bei Benutzung eines Hochtemperatur-Gaseinlass-Systems
ergab sich eine thermische Zersetzung der Proben. Die schliesslich ver-
wendete Direktverdampfung der Proben aus einem Ofchen machte einen
lonennachweis mittels Photoplattenintegration notwendig.

SCHLAGWORTE
MASS SPECTROMETERS MIXTURES
ION MICROSCOPY EVAPORATION
DETERMINATION ION SOURCES
POLYPHENYLS PHOTOGRAPHIC FILM

BOILING
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OSTEOMYELOFIBROSE IN RATTEN NACH LETALER GANZKORPERBESTRAHLUNG
UND TRANSFUSION ALLOGENER KNOCHENMARKZELLEN(+)
1. Einleitung und Fragestellung

Wir beobachteten in einer auf mehrere Hundert Tiere abgestellten
Versuchsserie an letal bestrahlten Ratten, denen allogene Knochen-
markzellen transfundiert worden waren, in 9,3 % der Tiere die Ent-
wicklung von Knochenmarkfibrosen., Dieser Prozentsatz war noch we-
sentlich hoher, wenn man nur jene Tiere in Betracht zog, die zwi-
schen dem 15. u. 40. Tag nach Bestrahlung und Knochenmarktransfu-
sion starben, wobei der Prozentsatz auf etwa 26 % hinaufging. Der
Anteil der Tiere innerhalb der Myelofibrosegruppe, die auf diesen

Zeitraum entfielen, belief sich auf rund 40 %.

Dieser Befund war vollig unerwartet, da der Versuch darauf angelegt
war zu priifen, ob durch Vorbehandlung der Spenderzellen mit verschie-
denen MaBnahmen und Chemotherapeutika eine Eliminierung von immun-
kompetenten Zellen (ICC) mit einer besseren Vertrdglichkeit der

Knochenmarktransfusion erreicht werden konnte.

Der erwdhnte Zeitraum vom 15. bis 40. Tag nach Bestrahlung und Kno-
chenmarktransfusion ist fiir Knochenmarktransfusionsuntersuchungen
von besonderem Interesse. Es ist seit langem bekannt, daB sich etwa
in diesem Zeitraum jene Vorgdnge abspielen, die dariiber entscheiden,
ob ein Transplantat angeht oder nicht angeht. Aus den Untersuchungen
von Balner (5) geht sehr eindeutig hervor, daB sich in dieser Zeit
eine "graft-versus-host-" (GVHR) oder "host-versus-graft-reaction”
finden kann und daB es in dieser Zeit 2zu einer sogenannten "verzo-
gerten AbstoBung" kommen kann. Aus diesem Grunde lag die Frage nahe,
ob es sich bei den beobachteten Myelofibrosen um Reaktionen auf im-

munologische Vorgédnge handeln kodnnte.

Andererseits ist der Befund einer experimentellen Erzeugung von
Knochenmarkfibrosen von so groBer Bedeutung fiir die Frage der Atio-
logie und Pathogenese bestimmter klinischer Fdlle von 'genuiner"
Knochenmarkfibrose, da8 wir uns entschlossen haben, unsere ur-
spriingliche Fragestellung nach den Méglichkeiten der Eliminierung
von immunkompetenten Zellen aus Knochenmarksuspensionen zuriickzu-

stellen und in der vorliegenden Arbeit zu versuchen, den méglicher-

(+)

Manuskript erhalten am 22. Mai 1968,
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weise stattgefundenen Ablauf der Entstehung der Knochenmarkfibrose
zu rekonstruieren und die mdglichen &tiologischen und pathogeneti-
schen Faktoren herauszuarbeiten,die fiir die Myelofibroseentstehung

in Frage kommen konnten.
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2. Allgemeine Grundlagen

2.1, Osteomyelofibrose beim Menschen: #dtiologische und patho-

genetische Vorstellungen

- Klinisches Bild

Die Knochenmarkfibrose stellt trotz unterschiedlicher Atiologie ein
klinisch recht gut umrissenes Syndrom dar (83). Stodtmeister und
Sandkiihler trennen sie gegen die Osteomyelosklerose mit ihrem léan-
geren Verlauf und dem im typischen Bild stark entwickelten Milztu-
mor ab (83), wihrend Andreasen (1) die Osteomyelosklerose als Spat-
stadium einer Myelofibrose verstanden wissen mdchte, da eine Skle-
rose meist gleichzeitig eine schwere Fibrose aufweist. Allerdings
streitet auch er nicht die Existenz von schweren Fibrosen ohne Skle-
rose ab und erkldrt sich diese Tatsache damit, daB die Entwicklung
einer Sklerose wohl nicht nur vom Zeitpunkt und der Dauer sondern
auch von der Intensitdt abhdngt, mit der der ausldsende Faktor ein-

wirkt.

Die "genuine" Knochenmarkfibrose, fiir die sich eine #duBere Ursache
nicht finden 1&8t, ist ausgesprochen eine kKrankheit des hoheren Al-
ters mit einem Gipfel zwischen dem 40. und 70. Lebensjahr (83);
Andreasen findet einen zweiten Gipfel zwischen dem O. und 10. Lebens-

jahr.

Sowohl Stodtmeister als auch Andreasen finden keine signifikante Ab-
héngigkeit zwischen schweren anderen Erkrankungen und dem Auftreten
einer Knochenmarkfibrose in der Vorgeschichte der Patienten. Stodt-
meister und Sandkiihler fiel lediglich die gehdufte Angabe rheumati-
scher Leiden auf. André, Schwartz und Dameshek (2) und andere halten
einen Zusammenhang mit Tuberkulose fiir m6glich. Daneben wird immer
wieder das Vorausgehen einer Polycythdmia vera (83) erwdhnt, wobei
fibrose Markverdnderungen offenbar auch ohne das Mark schddigende
cytostatische Behandlung zur Entwicklung kommen. Retznikoff (74)
wies auf lokale Markanoxien hin, welche zur Polyglobulie fiihren

kénnen, wobei Retznikoff besonders die Bedeutung arteriosklerotischer



Verdnderungen und einer Zunahme der Kapillarwanddicke betont. Fir
solche Fdlle wire auch ohne cytostatische Behandlung eine spontane
Markverddung verstédndlich, wie Dameshek (aus 83) sogar fiir alle F&l-

le (bei geniigend langer Lebensdauer) postuliert.

Hinsichtlich der klinischen Symptomatologie wird einheitlich der un-
charakteristische Verlauf betont, der vielen Blutkrankheiten, u.a.
der Leukdmie, &dhnelt. Miidigkeit, Gewichtsverlust, Blasse, Fieber,
Milz- und Lebervergrosserung, Herzklopfen, Atemnot und eventuell
Blutungsneigungen stehen im Vordergrund. Im Gegensatz zur Leukdmie
hat die Myelofibrose eine lange Latenzperiodej; Knochen- und Gelenk-
schmerzen sowie Milzdrucksymptome sind ausgeprdgter (Andreasen, 1).
Lymphknotenvergrésserungen sind selten. Andreasen betont, daB keines
der klinischen Symptome und keine der Verdnderungen in Organen und im
peripheren Blutbild in eindeutiger Relation steht zu dem Schweregrad
der Knochenmarkfibrose, wohl weil neben dem Grad der Fibrose das Vor-
handensein nicht fibrotischer Markbezirke, das AusmaB der extramedul-
ldren Blutbildung und der splenogenen Markhemmung und Verkiirzung der

Erythrozyten-Lebensdauer von Bedeutung sind.

Das rote Blutbild ist charakterisiert (83) durch eine mehr oder weni-
ger stark ausgeprdgte normochrome AnZdmie mit vereinzelt bis zahlrei-
chen Normoblasten im Blutausstrich. Andreasen (1) gibt 1-20 % Normobla-
sten an, wiahrend bei Leuk#mie selten mehr als 1-5 % auftrdten. Hdufig
treten Anisozytose, Poikilozytose, Polychromasie, Ovalozytose auf.
Manchmal finden sich Makro- oder sogar Megalozytose. Sowohl Stodt-
meister und Sandkiihler als auch Andreasen berichten von vereinzelt
perniciosiformen Blutbildern. Die Erythrozytenresistenz gegen hypo-
tone NACL-Lésung ist meist vermindert (83) und der Serumeisenwert
bewegt sich gewdhnlich innerhalb normaler Grenzen, kann aber auch in
fortgeschrittenen Fdllen erhdht sein. Oettgen und Pribilla (64) fan-
den heraus, daB das Plasma-Eisen-turn-over meist erhdht ist, die
Erythrozytenlebenszeit hdufig, wenn auch nur missig vermindert ist,

ebenso der Eiseneinbau in die Erythrozyten.

Die Granulocytopoese kann lange Zeit relativ wenig beeintrédchtigt

sein (83, 1). Es kodnnen aber unter Umstdnden bereits im Beginn
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Granulocytopenien auftreten. Final finden sich nicht selten leukémi-
sche Schiibe mit starker Linksverschiebung bis zu Myeloblasten. Die
unreifen Vorstufen konnen 10-20 % des Differentialblutbildes ausma-
chen, terminal eventuell auch mehr. Der Tod erfolgt hdufig im
Myeloblastenschub. Hinzukommt zuweilen eine Verminderung der Phago-
cytoseleistung. Die alkalische Granulocytenphosphatase ist meist
stark erhdht. Die Bildungsfdahigkeit fiir zirkulierende Antikérper

ist bei Myelofibrose nach Libansky (55) gut erhalten.
Die Thrombozytenverminderung geht der allgemeinen Knochenmarkfunktions-
storung gelegentlich parallel. Mit fortschreitender Dekompensation

der Blutbildung sihken sie ab (83),

- Histologie des Knochenmarkes und Pathogenese

Stodtmeister und Sandkiihler (83) finden im meist schwierig zu erhal-
tenden Punktat eine meist normale Relation zwischen roter und weisser
Reihe, erwdhnen jedoch auch Fédlle mit iiberwiegender Erythropoese.

Die weissen Zellen zeigen Linksverschiebungen verschiedenen Ausmasses
und Zellreifungsstorungen. Das in Friihfdllen gewonnene oft hyperpla-
stisch erscheinende Punktat liefert noch keine sicheren pathognomoni-
schen Befunde. Bei der histologischen Untersuchung ist das hervorste-
chendste Merkmal die Zunahme des Reticulums und des Bindegewebes.
Letzteres ist in frilhen Stadien zunédchst stellenweise in vermehrten
Fasern zwischen den erhaltenen Zellen erkennbar. An anderen Stellen
kann man Ansammlungen serdsen Exsudates, spdter auch Blutungen sehen.
Unter den Knochenmarkzellen werden hdufig besonders zahlreiche Mega-
karyozyten, gelegentlich auch vermehrte Eosinophile gefunden. Die
Bindegewebsvermehrung ist in vorgeschrittenen Fdllen so markant, daB
das Mark einen vollig fibrdosen Charakter annimmt. Daneben prédgen

die bereits erwdhnten Blutungen das Bild, so daB das Mark bei der
Autopsie ausgesprochen rot erscheinen kann. Das blutbildende Knochen-
markparenchym ist zu dieser Zeit in der Regel fast v6llig verschwun-
den. Man findet jedoch im Rahmen der kompensatorischen Ausweich-
myelopoese neue Blutbildungsherde auch in den Markschnitten, aller-

dings auBerhalb des eigentlichen Markgewebes und innerhalb der GefdBe.
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Stodtmeister und Sandkiihler (83) riicken bei ihrer Einteilung Zustand

und Funktion der GefdBe in den Mittelpunkt und unterscheiden:

1. Stadium: Storung der Permeabilitdt mit Erschwerung des Zellaus-
tausches und eventuell konsekutiver Markhyperplasie,

2. Stadium: Sertse Exsudation mit Ausbildung eines proteinreichen
Markddems.

Diese beiden Phasen laufen allerdings nicht gesetzmdBig zeitlich

nacheinander ab. Sie kdnnen sich vielmehr iiberschneiden. Unter Um-

stdnden kann der Prozess so rasch in die genannte 2. Phase treten,

daB es gar nicht erst zu einer zelligen Hyperplasie kommt. Auch

Restitution aus diesen Stadien heraus wurde schon beobachtet.

Das 3. Stadium ist durch die bindegewebige Organisation des Exsuda-
tes gekennzeichnet. Die Form des dabei entstehenden Bindegewebes ist

von Fall zu Fall verschieden und auch im Einzelfall nicht einheitlich.

In einigen Fdllen ist noch ein 4. Stadium mit Osteoidbildung und
zusétzlicher Entwicklung einer Osteomyelosklerose erkennbar (s.auch

Abb. 1).

Auch Andreasen (1) teilt die Knochenmarkverdnderungen in vier Stadien

ein:

1.) Diffusevaperplasie mit Linksverschiebung der Granmlo- und
Erythropoese, vielen megakaryozyten-dhnlichen Zellen und erhdhter
Retikulum-Zellzahl. Letzteres bewog Rohr, Dubois-Ferrier, Stich
u.a. (aus 1), statt von Myelofibrose von Osteo-myelo-retikulose
zu reden.

2.) Nekrose-Felder mit Hyperplasiefeldern wie in 1.), weiterer Reti-
kulumzellanstieg, H#émorrhagien und GefaBerweiterung.

3.) Kleinere Nekrosefelder als in 2.), Auftreten von Fibroblasten,
zum Teil in, zum Teil um die Nekrosen, zum Teil diffus gelagert.
Viele Retikulumzellen haben lédngliche Form mit spindeligem Kern
angenommen.

4.) Stiarkere Fibrose, mehr oder weniger betonte Spongiosklerose an
Stellen mit besonders starker Fibrose oder hoher Retikulumzell~

zahl,
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- Histologie der Milz

Folgeerscheinung einer solchen Beeintrdchtigung der Marktatigkeit
ohne direkte Schddigung der Zellbildung und Zellreifung ist das
"Ausweichen'" der myeloischen Zellbildung in andere potentiell blut-
bildende Organe (Milz, Leber, Lymphknoten, Niere). Infolge der beson-
deren Stromungsverhdltnisse, speziell in der Milz, kommt es zur Aus-
schwemmung unreifer Zellen in die Blutbahn ("erythroleukdmoides"
Blutbild). Neben der Myelopoese findet man in der Milz auch eine
Vermehrung des Retikulums und des Bindegewebes sowie wechselnde,

meist médssiggrade Hamosiderose.

Andreasen (1) unterscheidet in der Milz bei Myelofibrose vier Formen
von Verdnderungens:

1.) ausgeprigte diffuse Hdmopoese

2.) Erythropoese, Retikulumzellproliferation und Fibrose
3

N N N

«) Leichte Hdmopoese und Fibrose, Retikulum- und Plasmazellproli-

feration

4.) keine Fibrose, aber exklusive Retikulum- und Plasmazellproli-
feration

Andreasen bezeichnet im Gegensatz zu anderen Autoren die extramedul-

ldre Myelopoese nicht, oder jedenfalls nicht nur als kompensatori-

schen Vorgang. Als Argumente filhrt er Fdlle an, die neben einer

Andmie, Leukopenie und Thrombopenie eine markante extramedullédre

Hamopoese zeigten. Des weiteren fand er in der Milz die gleichen

Zellabnormitédten wie im Knochenmark und schliesst daraus auf eine

gleichzeitige Schddigung von Knochenmark und Milz.

Man konnte allerdings an die Mdglichkeit denken, daB8 sich durch das
schiddigende Agens verédnderte Knochenmarkzellen sekunddr in der Milz
usw. ansiedeln kdnnten, dort prolieferieren und die betreffenden
Zellschédden auch in den Tochterzellen zeigen konnten oder aber, daB
geschddigte, ortsstdndige Zellen kompensatorisch proliferieren
konnten und dann eben, da sie vorher der gleichen Noxe ausgesetzt
waren wie die Knochenmarkzellen, dieselben Abnormitédten aufweisen

wie diese,
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~ Histologie der Leber

Die Verdndertng, die bei Myelofibrose in der Leber gefunden:-werden

- kdnnen, teilt Andreasen (1) in vier histologische Gruppen ein:

1.) Hdmopoese in den Sinusoiden, keine Infiltration der periporta-
len Felder

2.) wie in 1.), plus Infiltration der periportalen Felder durch
Lymphozyten und Plasmazellen

keine sinusoidale Hémopoese, aber Infiltration wie in 2.)

E- AN ]
. .
N

keine H#mopoese, aber Infiltration sinusoidal und periportal.

- Histologie der Lymphknoten

Hier gibt es neben normalen Befunden, die die Mehrzahl darstellen,
in seltenen Fdllen nach Andreasen vier Gruppen:

1.) ausgepridgte Himopoese

2.) leichte Himopoese plus Retikulumzellen

3.) nur viele Retikulumzellen

4.) Retikulumzellen und Fibrose

- Atiologie der Knochenmarkfibrose

Hinsichtlich der Atiologie sind sich die Autoren trotz aller Diffe-

renzen iiber eine Einteilung in primére, idiopathische und sekundére

reaktive Formen einig. Die sekunddren Formen unterteilen Wyatt und

Sommers (93) unter klinischen Gesichtspunkten in Folgen vons

1.) duBeren, toxischen Schiden

2.) Leberfehlfunktion (aromatische Stoffe aus dem intermedidren
Stoffwechsel)

Endokrinopathien

chronischen Hiémorrhagien und Hédmolyse

LS I~ AN ]
.
N Nt N

.

cardiovaskuldren Erkrankungen

Nach Hunstein (46) kénnen zum Syndrom "Myelofibrose" fiihren:
1.) Primér proliferative Prozesse: Leukémieartige Prozesse
5 . . ..+ .. ... . selten: Osteomyeloretikulosen
2.) Reaktlve Prozesse: a) interstitielle Myelitis "Rohr"

b) Ersatznarben nach Therapie z.B. Purlnethol,
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Myleran, Urethan, Bestrahlung

Zu 2b berichtet Hunstein (45) von Fibrosebildungen nach Myleranthera-
pie bei chronisch myeloischer Leukédmie. In diesem Zusammenhang erwdhnt
er auch einen Fibrosefall ohne Myleran, der einige Jahre zuvor eine
Milzbestrahlung erhalten hatte und bei der nachfolgenden Knochen-
markpunktion deutliche Markentvolkerung mit gleichzeitigem Markddem
gezeigt hatte. Allerdings konne man nie die spontane Entstehung einer
sekunddren Fibrose ausschliessen, wie sie schon Bernard 1936 als

"ostéosclérose post-leucosique" beobachtet und beschrieben habe.

Hunstein (45) sieht eine wiederholte Entparenchymatisierung mit
gleichzeitiger Gewebsinsudation als Voraussetzung fiir die Entstehung
einer exogen ausgeldsten "Begleitfibrose" an, wie sie etwa nach

Myleran, Bestrahlung oder &Zhnlichem auftritt.

Andreasen (1) stellt fiir die allgemeine Pathogenese der Myelofibrose
die - multipotente - Retikulumzelle in den Mittelpunkt, die, mit
Peace (68), den Ursprung aller bei dieser Erkrankung betroffenen
Zellarten darstelle. Ein unbekanntes Agens wirke auf diese Retikulum-
zellen ein und bewirke im Knochenmark ihre Proliferation und Diffe-
renzierung in Fibroblasten, Hdmozytoblasten und eventuell Osteo-
blasten. Unter weiterer Einwirkung der "unknown action" komme es zum
Zusammenbruch der Zellen, zu Infarkten, Nekrosen und, im weiteren,
zur Fibrosierung (siehe auch nachstehendes Schema). Andreasen denkt
neben anderem an allergische Ursachen. Er fiihrt an als Beispiele

die Eosinophilie bei manchen Benzolschdden, das gemeinsame Auftreten
von Blutkrankheiten und Asthma bei einigen Patienten und die Arbeit
Pentimallis (69), der nach Injektion verschiedener Proteine (intra-
peritoneal und intravends) Blut- und Markver@nderungen im Sinne
einer Myelofibrose fand. (Pentimalli hielt diese Verdnderungen
selbst allerdings fiir toxische Effekte.) Andreasen erwidhnt weiter
eine Arbeit Transbﬁls (89), der durch Injektion von HiihnereiweiB
(intramuskuldr und intravends) Knochenmarkfibrosen in Kaninchen
erzeugen konnte, diese jedoch selbst als Folge von durch GefdBver-
schliisse entstandenen Nekrosen verstanden wissen will. Dass diese

Erklérung nicht geniigt, belegt Andreasen mit dem Einwand, daB neben
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Unbekanntes Agens

U

i Osteobiast ! .
] '\ |RETIKULUM-ZELLE|——Fibroblast
:Osteocyt ;
" Fi
HAMOCYTOBLAST 'b'i’c"
/ I \Qsteocyt)
PROERYTHRO - MEGAKARYOBLAST MYELOBLAST
BLAST
Erythrocyten Megakaryocyten Leukocyten Unbekanntes
«——Agens
Hdmolyse Riesenthrombocyten. Zusammenbruch
Fragmente von
Anhdufung von Megakaryocyten
Hdmoglobin und
Erythrocyten Nekrose
Knochenmark - Fibroblasten
Infarkte
Nekrose Fibrocyten
Fibroblasten (Osteocyten)
Fibrocyten
(Osteocyten)
Abb. 2

Schema zur Entstehung der Osteomyelofibrose beim Menschen

(nach Andreasen, s. Literaturverzeichnis No. 1).
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den Nekrosefeldern auch noch Fibroblasten und Fasern im zelluldren
Mark verstreut vorkommen (wie es analog auch in unseren experimen-
tellen Befunden beobachtet wurde), daB oft myeloische Metaplasie
in einer Milz bei noch hyperplastischem Knochenmark gesehen wird
und daB bei manchen Myelofibrosen Milzen gesehen werden, die zwar

keine Hdmopoese, wohl aber vermehrt Retikulumzellen aufweisen.

Auf die histopathogenetischen Vorstellungen Stodtmeisters und Sand-
kithlers (83) hinsichtlich der Entwicklung einer Myelofibrose wurde
bereits weiter oben eingegangen. In diesem Zusammenhang seien noch
Vorstellungen angefiihrt, die von Apitz (3) entwickelt wurden. Apitsz
hat eine besondere Entziindungsform charakterisiert ("serdse Entziin-
dung"), bei der infolge einer Permeabilitdtsstdrung gewisser GefdB-
provinzen eiweiBhaltige Blutfliissigkeit aus den Kapillaren in das
Gewebe ilibertritt. Da dieses proteinhaltige Exsudat sich gewebsfeind-
lich verhdlt, resultieren schwere Schaden an Funktion und Struktur
der befallenen Partien. Am Beispiel der Ostitis deformans Paget

(als einer chronischen serdsen Ostitis, bzw. Osteomyelitis) zeigt
Apitz den wichtigen Weg von der serdsen Entziindung zur Fasermarkbil-

dung.

Bei aller Verschiedenheit der Atiologie, sei sie nun allergischer,

toxischer, therapeutischer, allgemein anoxischer oder entziindlicher
Natur, scheint es also das Exsudat zu sein, daB ganz allgemein den

morphologisch-strukturellen Ausgangspunkt fiir die Entstehung einer

Myelofibrose liefert.

2.2, Allgemeines zur Knochenmarkstruktur und zur Transfusion

von Knochenmarkzellen

Da bei den Vorgidngen im Knochenmark nach Bestrahlung und {ibertragung
allogener Knochenmarkzellen die Markstrukturen und immunologische
Faktoren éine wesentliche Rolle spielen, soll im Folgenden kurz

auf diese Gegebenheiten hingewiesen werden, zumal sie fiir Pathogenese
und Atiologie der Osteomyelofibrose in unserem Versuchsmodell von

Bedeutung sein werden,
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- Zur Struktur des Knochenmarks

Das Parenchym ist in ein retikulidres Geriist gebettet und wird von
einem kapillaren System, das aus den Vasa nutritia gespeist wird,

und einem abfiihrenden Sinussystem durchzogen. Dieses Sinussystem baut
sich auf aus Sinus, die von den langgestreckten arteriellen Kapilla-
ren rechtwinklig abgehen und sich zu Sinus 2. Ordnung vereinigen.
Diese laufen gabelférmig zu Sinus 1. Ordnung zusammen. Letztere

miinden sodann rechtwinklig in den Zentralsinus ein (33a).

Neben den strahlenbedingten Zellbildungsstorungen (Mitosehemmung)
und dem Zellzerfall (Pyknonekrose) sind es vor allem Ldsionen der
GefdBwidnde, die, zumindest in der initialen Phase des Strahlensyn-

droms (85), das Bild im Knochenmark nach Bestrahlung bestimmen.

Die Kapillarsensibilitédt gegeniiber ionisierenden Strahlen ist schon
1921 von David (28) und von anderen gezeigt worden. Bestrahlung
fiihrt zu Permeabilitdtsstérungen, Kapillarbriichigkeit und zum Uber-

tritt geformter Partikel.

Bargmann (6) weist schon 1930 auf die besondere Empfindlichkeit der
Sinuswdande hin, die auf "toxische Einwirkungen'" sehr leicht mit
einer "Durchbrechung ihrer histiozytdren Wandmembran" antworten.
Odem und Himorrhagie sind also auf eine solche disorische Stérung

zuriickzufiihren.

- Allgemeine Probleme der Transplantation von Knochenmarkzellen

Anlégsslich verschiedener Unfdlle, bei denen es zur GanzkOrperexpo-
sition gegeniiber ionisierenden Strahlen kam, fand sich (33), da8 bei
Patienten mit einer GanzkOrperdosis von 200 bis 400 r noch eine
spontane Regeneration der Hdmopoese m&glich ist, daB bis zu 500 r
eine Therapie mit Blutkonserven, Thrombozytenkonzentraten und &hn-
lichem ("replacement-therapy") Erfolg verspricht, daB aber Dosen
jenseits 1000 r absolut t&dlich sind. In dem Bereich zwischen

500 r und 1000 r besteht die einzige Behandlungsméglichkeit in der

Transfusion von Knochenmarkzellen.
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Der Schutzeffekt von Injektionen hdmopoetischer Zellen ist seit
ldngerer Zeit bekannt. Jacobson (aus 3%6) fand 1949, daB eine blei-
geschiitzte Milz bei Strahleninsulten die Uberlebenschancen erhéht.
Congdon (22) und Lorenz (56) beschreiben 1952, daB die Ubertragung
ungeschiddigter homogener Markzellen in ganzkdrperbestrahlte Ratten
und Meerschweinchen eine héhere Uberlebensrate und schnellere Rege-
neration zur Folge hatte. Fliedner (36) beschreibt die morphologi-
schen Effekte in Tierexperimenten so: Im bestrahlten Knochenmark
eines nicht transfundierten Tieres finden sich am 3. Tag nach Be-
strahlung Hdémorrhagie, Odem und zerstorte GefdBstruktur. Ein be-
handeltes Tier zeigt unter sonst gleichen Bedingungen herdfdrmige
Regenerate,sowie stellenweise Hyperplasie der Endothelien des Sinus
centralis.' Nach 6 Tagen konfluieren diese Herde bereits, ein Vorgang
der bei nicht behandelten, iiberlebenden Tieren erst nach 12 - 14 Ta-
gen auftritt. Die Transfusion unterdriickt auBerdem in den ersten 2
bis 3 Wochen die Vermehrung von Retikulum- und Plasmazellen, wie sie

sonst bei blosser Bestrahlung beobachtet werden.

Die Zugehorigkeit der regenerierenden Zellpopulationen zum Spender-
typ wurde auf verschiedene Weise nachgewiesen. Ford und Mitarbeiter
(37) wiesen 1956 in Miuseversuchen in 100 % der Mitosen im Empfinger
Chromosomen~Translokationen nach, die fiir den Spendertypus charakte-

ristisch waren.

Nowell und andere (63) transfundierten ALP-positive myeloische
Zellen von Ratten in bestrahlte Mduse, deren myeloische Zellen nor-
malerweise ALP-negativ sind, und fanden, daB die regenerierenden

Zellen ALP-positiv waren.

Andere Mdglichkeiten sind Isotopenmarkierung (34) und immunologische

Prozeduren (29), auf die spater noch eingegangen werden soll,

Der Langzeiterfolg einer Marktransfusion hdngt sehr wesentlich von
der Auswahl der Spender ab. Von grundsdtzlicher Bedeutung ist der
Grad der genetischen Verwandtschaft zwischen Spender und Empféanger,
wie van Bekkum (10) betont. Demzufolge ist die Verwendung auto-~

oder isologen Knochenmarks als die beste LOsung zu bezeichnen,
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Nimmt man allogenes Material, wie es fiir die Therapie an Menschen
am wahrscheinlichsten ist, oder gar heterologes, so kommt es {liber
kurz oder lang zur Entwicklung einer immunologischen Reaktion, die
unter Namen wie "secondary disease", "runt disease", "homologous
disease" oder "graft-versus-host-reaction" (GVHR) bzw. "host-versus-
graft-reaction" (HVGR) (10) bekannt ist. Dieses secondary-disease
(SD) bezeichnen Cole und Garver (21) als kontinuierliches, gegen-
seitiges, dynamisches Reagieren von Zelle zu Zelle zwischen Spen-
der- und Empféngerzellen mit der Folge, daB beide, die lymphoiden
Zellen der Spender und Empfénger getotet werden. Die Folge ist
lymphatische Atrophie, die als Charakteristikum, zumindest fir das
SD bei Ratten, auch von Balner (5) und von van Putten (73) betont

wird.

Van Bekkum (11) fithrt das SD auf eine kombinierte Wirkung von graft-
versus-host-reaction, langdauernden Bestrahlungsfolgen und einer

verldngerten Abwehrschwdche gegen Mikroorganismen zuriick.

Ob eln Zelltransplantat primdr und auf die Dauer angeht und in enger
Relation damit die Frage, ob sich ein secondary disease entwickelt
oder nicht, hdngt von mehreren Faktoren ab (5, 12, 13, 73, 90):

1. Vom Grad der Bestrahlung des Empféangers und damit dem Grad der
Unterdriickung bzw. Zerstdrung des Empfianger-Immun-Systems und
der Regenerationsfihigkeit der Zellen allgemein.

Von der Strahlenempfindlichkeit des Empfdanger-Immun-Systems
und einzelner Gewebe.
Vom Intervall zwischen Bestrahlung und Transplantation (73).

2, Von der genetischen Verwandtschaft (Kompatibilitdt) zwischen
Spender und Empfanger. Dieser Faktor ist vor allem fiir das An-
dauern der Wirkung von Bedeutunge.

3. Von der Zellzahl des Transplantates. Allgemein gilt, daB stei-
gende Zellzahlen die Uberlebenschancen, aber auch die secondary
disease-Intensitdt (bei Fremdmaterial) erhdht. Es scheint ein
konstantes Verh#dltnis zwischen Gesamtzellzahl des Transplanta-
tes und dem Gehalt an "Stammzellen" zu bestehen, wieTill und
Mc Culloch (88, 59) mit ihrer "colony-forming-unit"-Methode

und Puck/Marreus (72) in einer &hnlichen Methode zeigen.
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4. Des weiteren scheint der Gehalt an lymphatischen Zellen die
Effektivitdt des graft-Plantates zu bestimmen (12, 5).

5. Von besonderer Bedeutung ist das Vorhandensein von sogenannten
ICC (immunological-competent-cells), Zellen also, die in der
Lage sind, fremdes Gewebe als solches zu erkennen und immunolo-
gisch darauf zu reagieren. Diese Zellen bestimmen im wesentlichen

das Auftreten und den Verlauf eines secondary-disease.

Aus dem oben gesagten ergeben sich zwanglos die Modglichkeiten einer

qualitativen Verbesserung des Transplantates. Und zwar durch:

J. Die Anreicherung von "Stammzellen", wie man sie entweder durch
Vorbestfhhlung der Spender mit mittleren Dosen und damit Stimulie-
rung des an sich ruhenden "Stamm-Zell-Reserve-Pools" (39) oder durch
Filtrieren der Suspension, mit deren Hilfe z.B. Cudkowitz (25) eine
Anreicherung von kleinen und mittleren lymphatischen Zellen und
gleichzeitig eine verbesserte Repopulation in Mduseexperimenten

gelang,

Die 2, Moglichkeit ist die Ausschaltung oder Unterdriickung der ICC,

die man auf unterschiedliche Weise zu erreichen suchte: z.B.

1. Konservierung bei niedrigen Temperaturen (13, 34). Dabei werden
differenzierte Zellen, vor allem ICC, mehr zerstért als Stamm-
zellen oder hiamopoetische Zellen.

2. Bestrahlung der Suspension mit demselben Effekt wie in 1. (21).

3s Verwendung "gepoolter" Suspensionen, d.h. Marksuspensionen von
mehreren Spendern. Mathé und Mitarbeiter (58) fanden in Miusever-
suchen mit Hilfe von Hauttransplantaten, daB zwar die besten Ein-
zelspender von Knochenmarkzellen zu besseren Ergebnissen fiihrten

als die besten Zelltransfusionen aus einem Spendergemisch (Pool),

daB aber die Transfusionen aus einem Zdllgemisch stets zu besserem
Angehén des Hauttransplantates, was die Existenz eines Chimerenstatus
beweist, als bei den inkompatibelsten Einzelspender/Empféngerkombi-
nationen fiihren, Es liegt also bei Einzelspendern hinsichtlich der
Kompatibilitdt mit dem Empfédnger ein Entweder-oder-Effekt vor, wéh-

rend die bessere statistische Chance bei gepoolten Suspensionen
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liegt. Vor allem bleibt die Quote der persistierenden Chimeren bei
gepoolt transfundierten Tieren hdéher als bei solchen mit Zellen von
Einzelspendern. Mathé (58) schliesst daraus eine sekunddre Auswahl
zugunsten des vertrdglichsten Spenders innerhalb eines allogenen

Pools.

4. Verwendung embryonaler Leberzellen (52, 71). Lengerovi (52) konn-
te durch Verwendung solchen Materials eine secondary-disease-Entwicke
lung bei M#dusen vermeiden. Die geringe PFehlerquote erkldrt sie mit
einer Erholung des Empfédnger-Immun-Apparates. Sie zieht aus ihren

Ergebnissen folgende indirekte Schliisse:

a) Die immunologischen Fiahigkeiten des iiberlebenden Empféngertieres
sind Spender-spezifisch und rithren von den im embryonalen Transplan-
tat enthalten gewesenen lymphoiden Zellen her.

b) Die Kompatibilitdt zwischen Empfianger (host) und ICC,des allogenen
Transplantates (homograft), die in engem Kontakt mit den Empfén-
ger-Antigenen heranreiften, ist auf die immunologische Tolerans
zwischen Transplantat und Empfénger zuriickzufiihren. Lengerové
erhdlt einen sogenannten universell-immunen Empfdnger, der ein
"at random" ausgewiéhltes Hauttransplantat toleriert, indem sie
ihm eine Suspension aus einer mdglichst groB8en Zahl von embryona-

len Spendern, Minimum 40-50 Tiere, transfundierte.

S5¢ In engem Zusammenhang mit der Verwendung embryonaler Leber-Zellen
steht eine weitere Methode zur Ausschaltung von Immunreaktionen:

die Immunisierung der Empfénger. Davis und Cole (29) machten Trans-
fusionsversuche mit verschieden kombinierten Mdusestédmmen in mehre-
ren Schritten, mit deren Hilfe sie die Immunisierung und Toleranz-
entwicklung gegen Zellen bestimmter Stdmme, und damit natiirlich auch
die Zugehtrigkeit des im bestrahlten Empféanger wiederaufgebauten
Immunapparates zu einem bestimmten Spendertyp nachweisen konnten.
Sie gingen wie folgt vor:

a) LAF1-M§use wurden mit 850 r bestrahlt und bekamen Knochenmark-

zellen von C_H-Mdusen ilibertragen., Diese Tiere waren tolerant

3

- und gegen C_H-Hauttransplantate. Es lag also eine

gegen LAF 3

9
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Chimere vor, die z.B. Hauttransplantate von BALB/c oder DBA/2-
Mdusen abstiess,

b) Ubertragung von LAF, -Lymphknotenzellen in die LAF1/CBH—Chimere

1
fiihrte zur Abstossung von CBH-Hautlappen. 4
c) Ubertragung von bestrahlten Lymphknotenzellen in dieselbe Chimere

zerstérte die Toleranz gegen C_ H-Hautlappen nicht,

3
d) C_H x DBA/2F1-Hybride, die subletal bestrahlt wurden und Lymph-

3
knotenzellen obiger LAF1/CBH-Chimeren transfundiert bekamen, ‘
starben, Das beweist die Anwesenheit von immunologisch aktiven CBH-
Zellen in der Chimere, denn dieselbe Reaktion tritt ein, wenn

man obigen Hybriden die Zellen eines C_H-Stammes injiziert.

3
6. Eine sehr hiufig erprobte Mdglichkeit, die ICC und mit ihnen

Immunreaktionen zu unterdriicken, liegt in der Chemotherapie der Spen-
der, eventuell mit Bestrahlung kombiniert (9, 14, 20, 60, 67, 77, 80,
81, 87, 91). An dieser Stelle sei zur Veranschaulichung des Wirkungs-

mechanismus auf zwei Autoren eingegangen:

Wie 3terzl schreibt (80), verbleibt ein Antigen- fiir wenigstens eine
Woche in den Geweben. In dieser Zeit proliferieren die mesenchyma-
len Zellen (Stammzellen) normal weiter. Das fiihrt dazu, daB8 die neu
entstehenden Zellen durch Antigene stimuliert werden. Dieses stellt
die "induktive Phase" der Antikorperbildung dar, wdhrend der noch
keine serologisch nachweisbaren Antikdrper zu finden sind. Parallel
dazu, nur um die Dauer der Induktionsphase verschoben, befinden sich
Zellen, die kurz zuvor in Kontakt mit dem Antigen waren, in der

"produktiven Phase".

Sterzl untersucht, ob das Ribonucleoprotein, das in der "produktiven
Phase" Antikoérper~Proteine baut, selbst in der "induktiven Phase"
entstanden ist. Abgesehen vom Zeitpunkt, zu dem die Therapeutika
wirksam werden, ist von Interesse, an welchem Punkt des Zellstoff-
wechsels sie ansetzen. Sterzi injizierte jungen Kaninchen Milzzellen
i.p. + Mikroorganismen von Hitze-inaktivierten Brucella-suis-Antigen
und gleichzeitig 6-Mercaptopurin bzw. andere Substanzen s.c. fiir
mehrere Tage. Damit wird eine vollstindige Toleranz ohne Antikdrper-

Bildung erzielt. Dieser Erfolg bleibt aus, wenn statt von normaler
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Milz die Zellen immunisierter Tiere, die also schon AntikOrper bil-
den, verwendet werden. Daraus folgert, daB 6-Mercaptopurin und &hn-
liche Substanzen in der Induktionsphase wirksam sind,

Da Sterzl mit Mitosehemmern wie Colchicin oder Actinomycin C (81)
keinerlei Effekte erzielte, nimmt er an, daB8 zur Antikorperbildung
wohl keine Zellklonusbildung vorausgehen muB., Also besteht die Wir-

kung wohl in einer Beeinflussung des intrazelluldren Stoffwechsels.

Berenbaum (14) beschreibt eine &hnliche Wirkung fiir Cortison. Vor
allem 6-Mercaptopurin wirke auf die DNS-Synthese, viel weniger da-
gegen auf die Proteinsynthese, so daB die Induktionsphase wohl

durch eine Anderung im DNS-stoffwechsel bewirkt wird,

Zur Einkreisung der zeitlichen Dauer der "induktiven Phase'", wandte
Sterzl verschiedene Zeitabstdnde zwischen Antigen- und 6-Mercaptopu-
rin-Applikation an. Bei 24-Stunden-Intervall erhielt er noch volle
InhiBition der Antik6rperbildung. Gab er die Substanz erst 72 Stun-
den nach Antigen~Gabe, lag bereits eine geringe Antikdrperbildung
vor. Also liegt die entscheidende "induktive Phase" einer Antigen=-

stimulierten Zelle zwischen 24 und 72 Stunden.

Schwartz und Dameshek (77) machten Kaninchenversuche und zeigten,
daB die Injektion von menschlichem Serum-Albumin-Jod 131 (HSA) bei
gleichzeitiger Applikation von 6-~Mercaptopurin iiber 14 Tage nicht zur
Antikorperbildung fiihrte. Auch nach einer 2. und 3. Injektion von
HSA fand keine Antikorperbildung statt, obwohl kein 6-Mercaptopurin
mehr gegeben wurde. Auf eine gleichzeitig mit der 2. HSA-Injektion
erfolgte 1. Injektion von bovinem Serum-Albumin (BSA) erfolgte spe-
zifische Anti-BSA-Antikdrperbildung, die bei einer 2. BSA-Injektion
noch anstieg, widhrend der Anti-HSA-Antikorpertiter gleich null
blieb. Die Autoren sprechen von einer "aktiv erworbenen Toleranz",
wie sie sich normalerweise im Embryonal- und Neugeborenen-Status
entwickelt und meinen damit "ein induziertes, spezifisches, zentra-
les Versagen der Immunreaktion, verursacht dadurch, daB8 das Tier vor
der Reifung der Pihigkeit zur Immunreaktion einem Antigen-Stimulus

ausgesetzt wurde". Sie nehmen an, daB die Stoffwechselaktivitdt,



30

die durch Antigensubstanzen in antikdérperbildenden Zellen provo-
ziert wird, und die Stoffwechselleistung fir die Produktion von An-
tikdrper-Globulin einen "information storing device" (etwa: "Infor-
mationssammelstelle") einrichten. Diese doppelte Stoffwechselreakti-
on konne durch Antimetaboliten gehemmt werden. Wie der Versuch zeigt,
ist nicht die Antikorperbildung generell gestdrt, sondern das "Wie-
dererkennen" eines bestimmten Antigens, so daB es normal metaboli-
siert wird. Mdglicherweise speichern diese "Normalstoffwechselwege"
(Nuklein-Sdure-Code?) ihre neu gewonnene Information und stoffwech-
gselns das betreffende Antigen auch bei einer zweiten Injektion wie-
der "normal" statt es als Antigen zu erfassen. Diese letzteren Wege
scheinen gegen 6-Mercaptopurin resistent und im embryonalen Wesen-
fiir nicht kérperfremde Substanzen - vollentwickelt zu sein. Die
Identitdat der sensibilisierten Zellen, die fiir Allergien vom ver-
zégerten Typ, also auch fir die Transplantationsimmunologie, wichtig
sind, ist nach Loutit (57) noch nicht sicher gekldrt. Sie werden
aber wohl im lymphatischen Gewebe produziert und sind morphologisch

mit den normalen Lymphozyten identisch,

Wenn man dem lymphatischen Gewebe die obige Rolle einmal zuerkennen
will, so sind die Befunde von Cole und Garver (21) wichtig, die fan-
den, daB sich lymphatisches Gewebe in 500 r bestrahlten und Milz-
zelltransfundierten MHusen nur langsam erholt und nach 22 Tagen noch
kein funktionierendes Gewebe darstellt, auch wenn der Zellbestand
normal aussehen kann. Erst 35 bis 47 Tage nach Bestrahlung ist eine
solche Maus wieder in der lLage, auf die Injektion fremder Spender-

Milzzellen zu reagieren.

Ob eine allogene oder heterologe Zelltransfusion im Empfénger zur
Repopulation durch Spender-Typ-Zellen gefiihrt hat, 148t sich durch
Hauttransplantate und andere Methoden,wie oben gezeigt, nachweisen.
Bs ist jedoch oft schwierig zu unterscheiden, ob nur induzierte Re-
generation, oder ob auch Spontanregeneration durch Empfénger-Typ-
Zellen, namentlich bei isologen oder autologen Spendern, vorliegt,
oder ob es sich sogar nur um Spontanregenerate handelt. Fliedner

et al. (35) bezeichnen es als unwahrscheinlich, daB8 Blutregeneration,
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die vor 7 bis 10 Tagen nach Transfusion beginnt, von echtem "graft"
ausgeht. Sie halten es fir wahrscheinlicher, daB transfundierte
hdmopoetische Zellen im Empfanger nur ihren Lebenszyklus vollenden
und nicht in der Lage sind, permanent eine Knochenmark-Repopulation
zu garantieren. Diese Aufgabe diirfte wohl eher von Stammzellen ge-
tragen werden. Nach Ansicht der Autoren diirften zur Auffiillung des
Stammzell-Pools 7 bis 10 Teilungen nétig sein. Wenn man eine kursze
Generationszeit von 12 Stunden annimmt, dauert diese Auffiillung 3 bis
5 Tage, erst dann konnte eine Differenzierung und Reifung beginnen.
Hierfiir wiirden weitere 5 bis 8 Tage verstreichen, bevor eine stén-
dige Lieferung fertiger Zellen einsetzen konnte. Es wiirden also ins-
gesamt etwa 8 bis 13 Tage vergehen, bevor Zellen in signifikanter
Zahl in der Peripherie auftauchen. Ein Auftreten vor Ablauf dieser

Zeitspanne wiirde also fiir eine Spontanregeneration sprechen.

Neben dem Nichtangehen einer Zelltransfusion, dem Entstehen einer
permanenten Strahlen-Chimere und dem "Uberbriickungseffekt" befri-
stet teilungsfihiger Spenderzellen gibt es noch zwei weitere Schick-
salsformen, die von Balner (4, 5) beschrieben werden. Balner zeigte
in Rattenversuchen, daB8 nach Roéntgenstrahlendosen von 950 oder

1000 r und Transfusion von Knochenmarkzellen in einer Zahl von mehr
als 11108 Zellen die Blutzellen in den Empfangertieren praktisch
ausschliesslich vom Spender-Typ waren. Nach 900 r jedoch fanden sich
hdufig noch 6 Monate nach Bestrahlung nebeneinander Zellen sowohl

vom Spender- als auch vom Empfangertyp.

Zuweilen sah er sogar vollige Riickkehr zu Empféangertypzellen

(reverting) und zwar mit vermehrter Héufigkeit bei Tieren, die nur

mit 775 - 875 r bestrahlt waren und/oder nur 1x1O8 oder weniger
KM=Zellen iibertragen bekommen hatten. Bei diesen Tieren traten nach
3 bis 4 Wochen Andmie und Leukopenie auf, ohne daB sie jedoch star-
ben. Diese Tiere wiesen bei einer Priifung in der 5. Woche nach Be-
strahlung ausschliesslich Empfédngertypzellen auf, wdhrend die rest-
lichen Tiere derselben Versuchsgruppe vorwiegend graft-typzellen
aufwiesen. Balner nannte die erstere Gruppe "reversals". Es kam
auch vor, daB Tiere 3-4 Wochen nach Bestrahlung unter den obigen

Anzeichen sowie Knochenmark- und Lymphknotenaplasie und zuweilen
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extramedulldrer Blutbildung starben. Es handelte sich um Tiere, bei
denen das Knochenmarktransplantat voriibergehend angegangen war und

dann zugrunde ging. (delayed rejection)

Der Zeitpunkt der "delayed rejection" und des "revertings" liegt
desto friiher, je niedriger die Strahlendosis, respektive die Zahl

der iilbertragenen Zellen ist.

In einer Ratte, die 1x1O8 Zellen bekommen hatte und zu einer Gruppe
mit besonders hoher "delayed rejection"-Rate im 2. bis 3. Monat nach

Transfusion gehorte, fand er eine fortgeschrittene Knochenmarkfibrose.

Ihr lymphatisches Gewebe war meist atrorhisch und zuweilen mit Fibro-

se kombiniert.

Auch Cole und Garver (21) beschreiben bei subletal bestrahlten Miu-

sen eine '"delayed rejection".

Ford (aus 57) beobachtete in Mdusen nach anfinglichem Wiederaufbau
des lymphatischen Gewebes von Spender-Typ-Zellen eine Umkehr dieser
Zellen in Empfénger-Typ-Zellen, die oft mit strahlenbedingten chromo-
somalen Translokationen verbunden war, wobei jede Tochterzelle diese
Anomalie zeigte. Der Umkehrprozess von Spender- zu Empfangertypzel-
len (reverting) muB kein immunologischer Prozess sein. Dasjenige
hdmopoetische System, das am besten der Umgebung angepaBt ist, er-

setzt lediglich schrittweise das andere. (Barnes, Ford et al.7)

Es sei im weiteren noch eingehender auf die verschiedenen Moglichkei-
ten einer Toleranzbildung nach Bestrahlung und tbertragung allogener
Knochenmarkzellen eingegangen. Balner (4) fand in einigen subletal
bestrahlten Ratten, die zum Empfédngerzelltyp zuriickgekehrt waren,

daB 50 % von ihnen ein Spendertyp-Hauttransplantat abstieBen, wdh-
rend die andere Hdlfte der Tiere ein solches Transplantat tolerier-
te, was auf eine Aufrechterhaltung der spezifischen Toleranz infol-
ge der "Geddchtnisfunktion" des lymphatischen Systems auch bei Riick-
kehr zum Empfangerzelltyp - und damit auch nach Verschwinden des
Antigens - hinweist. Toleranz ist also nicht unbedingt gleichbedeu-

tend mit Existenz einer Spenderzelltyppopulation. Zum Nachweis
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eines Chimerenstatus miiBte also eigentlich neben der Hauttransplan-
tationsmethode stets auch die serologische Typisierung der Zellen im

Empféanger kommen.

Auch Michie, Woodruff, Zeiss (61) sowie Doria (31) erzeugten durch
Injektion lebender Zellen in neugeborene Mduse stdndige Toleranz ge-
gen diese Zellen, obwohl die MZuse im Erwachsenenalter in der Mehr-
zahl Empféangertypzellen aufwiesen. Weiter kann es vorkommen, daB eir
Hautlappen, der wdhrend eines Chimerenstatus appliziert wurde, bei
einer Zellreversion die einsetzende Immunabwehr iibersteht. Dies
wirde aber nicht exact die Existenz eines Toleranzstatus beweisen,
denn ein zweiter Hautlappen desselben Spenders, der erst jetzt im-
plantiert wiirde, wiirde abgestoBen werden (4). Auch ein geringgradi-

ger Chimerismus garantiert nicht unbedingte Toleranz,

Das oben Gesagte zeigt die vielfdaltigen Variationsméglichkeiten,
die es zwischen der Art des Zelltypus im Empfdanger und der Existensz
bzw. der Abschwdchung oder dem Verschwinden eines Toleranzstatus
gibt. Es wurde auf die immunologischen Verhdltnisse besonders ein-
gegangen, weil sie filir die spadtere Interpretation der vorliegenden

Befunde von Bedeutung sein kdnnen.



iibertragene Zellen
Empfinger | Spnder (Zellzahl in 10 ) |Behandlung der Gemischt/131
Experim, | Stamm|Sex] Gew. | Sex|Gew, KM Milz LK |Spenderzellen Ubertragung |Bestrahlung |Bemerkungen
c/1 Wistar
A " 21 137 - - - |- Kontrolle - 750 T
B " 21 137 ? |2of0l0,75(0,12-1,6)= = [30' Incub. 37°C gemischt 750 r
C n 2 130 9_ " " - '_ 2 h 1" " "n 750 T
D 1] 9 134 9_ n n - - 2h ® " " 750 r
E " g 126 ? " " - - |30'" "mit Actinomycin " 750 r
F " ¥ 137 2 " " - - 130" " mit Hydrocortison " 750 r
G " 2| 135 ¢ " " - - |30 " mit Vineristin 2 750 r
c/2 Wwistar| % $ l£1s0
A " ? 123 - - - |- Kontrolle - 750 r
B " ? 122 % " 0,59 - - |frisches KM o, Behandl. |gemischt 750 r
C ol 3]0 |3 " 0,69 - - |2 h Incub. 37°%C " 750 r
D " + 125 ? " 0,45 - - 14 x Hydrocortison vivo " 750 r
C/3 A |Wistar g 121 = - - - - |- Kontrolle - 750 r
B " + | 122 + lt150| 0,7(0,59-0,82)- |frisches KM gemischt 750 r
c " 21 127 | & " 0,7( " " Yo |2 h Incub. 37°C " 750 r
D " 2| 123 ¢ " 0,81(/,74-0,89 ) |6 x Hydrocortison vivo " 750 r
0,02 mg/gr
C/3a A |Wistar| ¥ | 130 - - - - - |- Kontrolle - 750 r
B " 21 127 2 150 1(0,5-1,47)- - |frisches KM _ 131 750 r
c " 21| 138 ? 1500 0,62(0,59-0,65) |2 h Incub. 37°C 181 750 r
D " 21 130 ¢ 159 1,12(0,77-1,34)-|6 x Hydrocortison vivo 131 750 r
C/4 I A |Wistar % 145 2 X150 0,53 - - |frisches KM 111 750 r
B " 2| 134 ? " 0,132 - - " " 111 750 r
c " 21139 | % " 0,026 - - " " 111 750 r
D m | 21120 | ¢ " 0,005 - - " " 131 750 r
C/411 4 |Wistar g 141 - - | - - - |- Kontrolle - 750 r
B " 21 143 % | +150] 0,0092 - - |Frisches KM gemischt 750 1
c ] 2 146 9 " 0’057 - - " " " 750 r
D " g_ 155 g " 0,15 - - " " " 750 r
B n hd 142 hd ] 0’6 - - 1] " " 750 r
F mo S e | %] 0 ] 1,68 - - " " " 750 r
C/4IIT4 |Wistar| § | 147 2 | +150| 2(0,87-3,26)- - |mehrfach Freund SRBC 131 750 r
B " % 150 2 " 1,75(1,5-2,15)~ |mehrfach Freund 111 750 r
c " + 157 ? " 1,52(1,3-1,8)== |einmal Freund + SRBC 131 750 r
D m 2] 158 | § " 2,15(1,45-2,7)- |einmal Freund 111 750 r




ibertragene Zellen

Empfénger | Spender | (Zellzahl in 10~ ) |Behandlung der Gemischt/1:1
Experim.,{ Stamm|Se Gew,. | Sexq Gews. KM Milz LK]Spenderzellen tbertragung Bestrahlung |Bemerkungen
C/5 A |Wistar] o 163 - - - - - - - 750 r
B " o 166 ? t150 | 0,5-1,48 - - |frisches KM 131 750 r
C " o 166 2 " 10,6-1,1 0,4-0,86{unbehandelte Zellen 131 750 r
D " ol 172 b v 10,7-2,4 - - |60t inkubiert in 0,01kg 121 750 r
Vincristin
E " o| 158 $ » |o,7-1,5 0,48-0,7|60' inkubiert in 0,01kg 131 750 r
Vineristin
c/6 A |wistar| 2} 202 | -| - |- - - - - 750 r
B " 21 210 2| 150 0,56-1,2 - - Junbehandeltes KM 131 750 T
C w2 191 2 " 10,72-1,7 0,65-2,07|unbehandelte Zellen 131 750 r
D " ? 195 ? n 0,74~1,6 = - |Vincristin vivo 0,05je/g 131 750 r
E " ? 187 ? " 0,8-1,3 0,33-1,4 {Vincristin vivo 0,05je/g 111 750 r
C/7T A |Wistar % 156 - - |- - - - - 750 r
B | " 1 159 | 2= 150|0,56-0,9 - - |unbehandeltes Ku 181 750
C " ? 168 ? " 0,3-0,93 0,26-0,%31|unbehandelte -Zellen 1:1 750 r
D " 21 153 ? n 10,6-1,2° - - |Hydrocortison in vivo 1:1 750
0,02 mg/gr.
E " 21 150 ? " lo,15-0,7 0,21-1,66|Hydrocortison in vivo 111 750 r
0,02 mg/gr.
c/8 Wistar| ¥ 200-Z0 | - - - - - 14x0,02mg/g.Hydrocortison - - Versuche zur Erfas-
C/8 a Spra- ? 200-Z0 | - - - - - 14x0,02mg/g.SoludecortinHi - - sung der Cortison-
gue- wirkung auf KM-Zell=
Dawley Zusammensetzung zu
verschiedenen Zeiten
nach Cortisoninjek-
tion
c/9 I A |wistar| 3 | 132 - - |- - - - - 750 G: jeden 3, Tag nach
B " % 135 ool 10-200}0,48 - - Junbehandeltes KM 1:1 750 r \bPlasma mit Granu-
C " + 144 S " 0,48 - - |6x Solu-Decortin H vivo 131 750 r locyten und Thrombo-
je 0,02 mg/g. cyten i.v.
Ds Decortin-Behandeld
te
Es Empfénger
D m 12139 | 2| v o,48 - - |unbehandeites Ku 111 750 r F + G: 500 mg Strep-
E " g 145 4yl " 0,48 - - }6x Solu-Decortin-H vivo 111 750 r tomycin/L Trinkwas-
F " + 11130 o I P - - - - 750 r ser
G " Q " P " - - - - - 750 r




ibertragene gellen
Empfianger| Spender [(Zellzahl 10 ) Behandlung der Gemischt/ 131
Experim,] Stamm |[Sex| Gew. | Sex] Gew. KM Milg LK|Spenderzellen {lbertragung |Bestrahlung |Bemerkungen
C/9II 4 |wistar| ¥ | 127 -1 - - - - - - 750 r In Gr. E Empfénger
B " 2 118 d 150-20 0,48 - -~ lunbehandeltes KM 8 Tiere gem, 750 r nach\&mit Solu=-De-
c " 21115 sl v |o,4s8 - - 12 " " 750 r cortin-H behandelt
D " 2| 120 g r lo,s8 - - 20 " " 750 r
E " 2| 114 9 " 0,48 - - 20 " n 750 r
C/9IIIA |Wistar g 120 - - |- - - |- Kontrolle - 750 r In Gr. E. Empfénger
B " + 135 d {1%0-2040, 48 - - |6x Solu-Decortin-Hi.v, |8 Tiere gem. 750 r nach\,mit Solu~De-
C " ? 139 g " 10,48 - - je 0,02 mg/gr. KG 12 " " 750 r cortin-H behandelt
p| 4 % |37 | | " |o,a8 -l - " 20 " . 150 =
E w |8 37 | @] v Jorss - - " 20 " " 0r
C/10 A ]Sprage- 2 lwo2v| - - |- - - |- Kontrolle - 800 r Coég Ziels Beschleunigtes
B |Dawley g " d |1804%l0,48 | 0,057 [0,057 |unbehandelte Zellen 131 800 r CogO secondary disease
c " ? " &1 » lo,48| 0,057 0,057 |6x0,02 mg/gr XG Solu- 131 800 r Co durch sublethale
Decortin-H 60
D " 2 " d " 10,48 - - |unbehandeltes KM 131 800 r C°6O
E " ? " d " 10,48 - - |6x0,02 mg Solu-Decor- 131 800 r Co
tin-H/gr. 60
F " 2 " d "o 0,057 0,057 |unbehandelte Zellen 131 800 r C°6O
G " ? " Jd noa 0,057 10,057 |6x0,02 mg Solu-Decor- 1:1 800 r Co
tin-H/gr.
T " — 50
C/11 Sprage. =220 Jd" |£220 BSA-Immunisierung 131 850 r Co Versuch zur Erfas-
Dawley sung der Ubertragung
von immunologisch
"committed-cells"
durch KM Ubertragung
C/12 A |Sprague d i-'150 = - |- - - |- Kontrolle - 900 r Cogg Versuch misslang
B |Dawley | | 2 | t15do,6 - - |unbehandeltes KM 111 900  Cog ]
C " J " ? v 10,6 - - 16x0,02mg Solu-Decortin- 131 900 r Co
o) H/gr 60
D " g " + L - - |- Kontrolle - 900 r Co fiir Serientétung Ge-
E " " - - |- - - - - - webe fiir Histologie
C/13 A |Sprage| o [1o-160{ - - - - - |- Kontrolle - 900 r Cogg Versuch misslang
B |Dawley | & " 2 170-1840, 6 - - lunbehandeltes KM gemischt 900 r Co6O
C " d ? v lo,6 - - 16x0,02 Solu-Decortin- " 900 r Co Ziel: Serienamputa-
~ H/gr 6 tion zur Friiherfas-
D n g1l - - |- - -~ |- Kontrolle - 900 r Co ° sung von Myelofibrﬁ




ibertragene Zellen
Empfénger | Spender |(Zellzahl in 10" ) |Behandlung der Gemischt /111
Experim,| Stamm [Sex| Gew. | Sexj Gew., | KM Milz LK|Spenderzellen bertragung |Bestrahlung|Bemerkungen
C/14 A |Sparge| ¢'|20t30] - - |- - ~ |- Kontrolle - 750 r z.T., mit Elektroly=
B |Dawley| o'} " & [202% 14,06 - - |unbehandeltes KM gemischt 750 r ten behandelt,
c " o7 d " 14,06 - - |unbehandeltes KM " 750 r Ziel d; Versuchs:
- durch Serienamputa-
tion zwischen 5.u.
25. Tag nach WFrith-
erfassung von Myelo-
fibrose. ,
C/15 A |Wistar | o7| 180 - - |- - - |- Kontrolle - 750 r Ziel: wie in C/14
B " 2| 180 d| 18qo,5 - - |unbehandeltes KM gemischt 750 r
C " | 120 d * 10,5 - - |lunbehandeltes KM n 750 r

Tabelle 13 Zusammenstellung der einzelnen Experimente

mit Details iiber die Versuchsbedingungen.
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3« Material und Methoden

3.1, Versuchsbedingungen

In Tabelle 1 finden sich alle fiir die Versuchsanordnung wichtigen

Angaben,

3.,1.1. Tiermaterial

In der ersten Rubrik werden die Versuchsnummern angefiihrt, wobei je-
de Versuchstiergruppe z.B. C, D usw. aus je 8 Tieren bestanden hat.

Insgesamt kahen 516 Tiere zur Auswertung.

In der zweiten Rubrik finden sich die Angaben iiber den Tierstamm.

Fir die meisten Untersuchungen wurden Wistar-Ratten aus der Zucht

des Klinischen Strahleninstitutes von Prof. Stutz, Universitit Frei=
burg, verwendet. In der spdteren Phase dieser sich iiber etwa zwei
Jahre hinziehenden Versuche wurden zusitzlich Untersuchungen an einem
Sprague-Dawley-Tierstamm vorgenommen; in erster Linie mit der Frage,
ob die Befunde, die dann schon sichtbar wurden, bei den Wistar-Rat-
ten vielleicht stammspezifisch wdren oder ob sie auch bei anderen
Versuchstierstimmen im Prinzip aufzufinden sind. Die Tiere wurden

zu je 8 in Plastikkdfigen mit Humus oder Holzstrdu gehalten und be-

kamen Pressfutter und Leitungswasser ad libitum.

In einer dritten Rubrik sind das Geschlecht und das mittlere Gewicht
der Empfianger jeder Versuchstiergruppe angegeben. Daraus geht her-
vor, daB fiir die meisten Untersuchungen weibliche Empfdngertiere ver-

wendet wurden, wobei. das Gewicht etwa zwischen 150 und 200 gr lag.

In der vierten Spalte ist die Herkunft der transfundierten Knochen-
markzellen angegeben. Als Spendertiere wurden iiberwiegend weibliche
Tiere genommen. Das mittlere Gewicht der Spender lag ebenfalls bei

150 Gramm,

3.1.20. Suspensionen

In der 5. Rubrik der Tab. 1 ist angegeben, welche Organzellen
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und wieviele im Durchschnitt pro Empféanger iibertragen wurden. Dar-
aus geht hervor, daB die meisten Untersuchungen mit transfundierten
Knochenmarkzellen gemacht worden sind. In einigen Kontrollfiéllen
wurden auch Milz- oder Lymphknotenzellen iibertragen. Die Zahl der
transfundierten Knochenmarkzellen lag meist zwischen 0,5 x 108 und
2 x 108. In einzelnen Versuchen waren es auch 0,005 bzw. 4,5 x 108

Zellen,

Die Suspensionen aus Knochenmark- bzw. Milz- und Lymphknotenzellen

wurden wie folgt hergestellts

Spendertiere werden durch Athernarkose und Strecken der Halswirbel-
sdule getdtet. Ein anschliessendes Bad in 70 %igem Alkohol gew#hr-
leistet eine grobe Oberflidchendesinfektion und verhindert eine Ver-
unreinigung widhrend der folgenden Arbeitsschritte durch herumflie-
gende Rattenhaare. Das Fell wurde sodann manuell iiber Kopf und
Hinterfiisse der Ratte abgezogen. Vorder- und Hinterbeine gelangten
nach ihrer Abldsung vom Rumpf in Wasserstoffsuperoxyd, wo sie wei-
ter von Oberfldchenkeimen befreit wurden. Anschliessend - von die=~
sem Schritt an wurde mit steriler Bekleidung, Kopftiichern, Mund-
schutz und sterilem Gerdt gearbeitet - wurden die Knochen nach einem
Bad in sterilem Aqua bidest. von Muskulatur und Fasern befreit, die
Knochenmarkhdhle erdffnet und mit 20-ccm-Spritzen in Gefédsse mit
TCM-199 ausgeblasen. Zur Entfernung von Koagulaten und feineren Auf-
schwdammung der Zellverbdnde wurde das Zell-TCM-199-Gemisch durch
Kaniilen abnehmenden Kalibers aufgesogen bzw. gespritzt. Wenn die
Suspensionen durch kleinste Kaniilen passten, ohne zu Verschliissen zu
fiihren, wurde ihr Zellgehalt im Coulter-Counter bestimmt und die
Suspension durch Zugabe von weiterem TCM-199 auf etwa 1 ml pro Tier
standardisiert. Ausstriche der Suspension dienten der Feststellung )
der Zellzusammensetzung und ihrer Mitosehdufigkeit. Die Keimfrei-
heit der Suspensionen wurde durch bakteriologische Kontrollen
nachgewiesen. Der fiir die Qualitdt der Zellsuspension entscheiden-
de Zeitraum vom Ausblasen der Knochenmarkhéhle bis zur Injektion
betrug durchschnittlich 2 bis 3 Stunden. Die Suspension wurde in
dieser Zeit in sterilen und geschlossenen GefédBen bei Raumtempera-

tur aufbewahrt, um zu starkes Ausfallen von DNS, das mit Emboligefahr
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verbunden wdre, zu vermeiden. Zur intravendsen Injektion, die ohne
Andsthesie durchgefiihrt wurde, gelangten die Zellen durchschnitt-
lich etwa 12 Stunden nach Bestrahlung. An Milz- bzw. Lymphknoten-
zellen wurden im Durchschnitt 0,1 x 107 respektive 0,5 x 108 Zellen

injiziert.

3.1.3. Vorbehandlung der Zellen

Tabelle 1 zeigt in der 6. Spalte, in welcher Weise die Spenderzellen
vorbehandelt wurden. Bei manchen Tieren wurde die immunsuppressive
irkung von Chemotherapeutika (Vineristin, Dehydrocartison, Solu-De-
cortin H, Actinomycin C) sei es in vivo (Vorbehandlung der Spender-
tiere) oder in ¥itro (Vorbehandlung der fertigen Suspensionen) ge-
testet, bei anderen Tieren die Wirksamkeit bloBer Inkubation der
Suspensionen iiber verschiedene Zeitrdume erprobt. Bei wieder ande-
ren Tieren sollte mit Hilfe der Immunisierung der Spender mit
Hammelerythrocyten (SRBC) - zum Teil unterstiitzt durch Beigabe von
Freunds Adjuvant - untersucht werden, inwieweit Zellen einer Kno-
chenmarksuspension in der Lage sind, immunologische Informationen

zu ibertragen,

Als Parameter fiir die Wirksamkeit dieser Methoden wurde die Entwick-
lung und der Verlauf eines "secondary disease" mit den von Balner
(5) angegebenen Charakteristika (Leukocytose, Eosinophilie, Haut-
verdanderungen, Gewichtsverhalten, Haarausfall, Infekte, Organnekro-

sen - vor allem der Leber) herangezogen.

In der 7. Rubrik wurde angegeben, ob es sich um eine Knochenmark-
zellsuspension gehandelt hat, bei der mehrere Spender in einer Suspen-
sion gemischt ("pooled") wurden oder ob eine sog. 1:1-Ubertragung
stattfand, was bedeutet, daBl das Mark eines einzelnen Spendertieres

in einen Empfédnger libertragen wurde.

3.1.4. Bestrahlung

In der 8. Rubrik der Tab. 1 ist die Strahlendosis angefiihrt, mit
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der die Empfédngertiere ganzkdrperbestrahlt wurden.

Als Strahlenquelle wurde fiir die Versuche C1/1 bis C1/7 und C1/9
eine Rontgenapparatur Siemens-Stabilipan mit folgenden technischen
Daten benutzts 10m Amp., 250 k V, Filter: 1mm Kupfer, FA 75 cm,
Messkammer N Nr. 18340, Messkopf 22540, Dosisleistung 29 r/min.

Bei der Bestrahlung wurde, um durch Wetzschwankungen bedingte
Bestrahlungsschwankungen gleichmissig auf alle Versuchsgruppen zu
verteilen, eine Verteilung der zu Jje 8 bestrahlten Tiere nach Wahr-
scheinlichkeitskurven aus der Sammlung wissenschaftlicher Tabellen
Geigy - at random - durchgefiihrt. 900 r Monitordosis entsprachen
750 r Korperdosis, mit Ionisationskammer gemessen. Test- und neben-
her gefiihrte Kontrollgruppen ergaben bei 750 r GanzkOrperdosis eine
LD 100 von 10 Tagen.

Fiir die Versuche C1/10 bis C1/13 kam eine Co6°-Que11e (Theratron

C 2 der Atomic Energy of Canada 1td., Lizenz bei Ch.F. Miiller GmbH)
zur Anwendung. Vorversuche ergaben, daB alle Versuchstiere inner-
halb von 10 Tagen ad exitum kamen, wenn die GanzkOrperdosis 850 bis
900 r betrug. Bei 800 r war die Mortalitdt bei unbehandelten Tie-
ren schon erheblich niedriger. Einige Tiere iliberlebten mehr als

30 Tage.

Es wurden je 8 Tiere zugleich bestrahlt, von denen je 4 Tiere iiber-
einander eine S#dule bildeten. Die Dosisleistung zwischen den bei-
den guer zur Strahlenachse hintereinander stehenden Sdulen wurde
fiir die Berechnung der Bestrahlungsdauer zugrunde gelegt und die

beiden Sdulen nach der Hilfte der Zeit um 180° gewendet.
In der neunten Rubrik der ersten Tabelle sind schliesslich beson-
dere Bemerkungen aufgefiihrt, die fiir einzelne Versuche von speziel-

ler Bedeutung waren,

3.1.5., Gewinnung des Untersuchungsmaterials

Von den bestrahlten und transfundierten Empféngern wurden am 12.,
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20., 30. Tag nach Bestrahlung, spédter wdchentlich, Blutbilder aus
der Schwanzvene (Erythrozyten, Thrombozyten, Leukozyten, Differen-
zierung) angefertigt. Die Zahlen der roten und weiBen Blutzellen
wurden durch Doppelzidhlung mit elektronischen Zghlern der Coulter
Electronics, Florida, ermittelt. Die Thrombozyten wurden nach Ver-"
mischen mit Ammoniumoxalat und 25-miniitiger Inkubation in feuchter
Kammer mit Phasenkontrastmikroskop gezdhlt.(Methode nach Brecher/
Cronkite) Wochentlich 3-maliges Wiegen gab AufschluB iiber die Schwe-
re der Reaktion auf die Behandlung und den Grad der Erholung. Den
Todesdaten entsprechend wurden Mortalitéfskurven angefertigt. Mori-
bunde Tiere wurden getdtet. Tote Tiere wurden seziert,und Lymphkno-
ten (submandibulér, intestinal), Leber, Milz und Knochen wurden

fiir die histologische Auswertung in 10 %-iges Formalin eingelegt.

3.2+ Materialauswertung

3.2.1. Peripheres Blut

Die quantitative Auswertung der peripheren Blutbilder wurde fiir die
getoteten und gestorbenen Tiere gemeinsam durchgefiihrt, da sich
keine wesentlichen Unterschiede in beiden Gruppen ergaben. Es wur-
den die Differentialblutbilder erarbeitet und die einzelnen Zell-
reihen, sowie unreife Vorstufen im Blut in ihrer relativen und ab-
soluten Verteilung bei nichtfibrotischen und fibrotischen Tieren
verglichen. Des weiteren wurden diese Werte in Beziehung zu Organ-
befunden gesetzt. Wahrend die osteomyelofibrotischen Tiere ein
fixes Kollektiv darstellten, von denen jeweils das letzte vor dem
Tode des Tieres entnommene Blutbild zur Auswertung herangezogen wur-
de, um eine mdglichst enge Beziehung zwischen Blutwerten und dem
jeweils festgestellten Fibrosegrad zu gewdhrleisten, wurden zu
Vergleichszwecken Tiere ausgewdhlt, die iiber mdglichst lange Zeit-
rdume verfolgt worden waren. Die Vergleichstiere konnten bis zum
60, Tag nach Bestrahlung verfolgt werden, fir die Fibrosetiere la-

gen Werte bis Jjenseits des 80. Tages vor.

Es sei noch darauf hingewiesen, daB die ersten Blutentnahmen je-

weils am 12, Tég nach Bestrahlung durchgefiihrt wurden, so daB die
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Zeitspanne vor diesem Zeitpunkt nicht beriicksichtigt werden konnte.
. NPT SR e bt WA et s T

3.2,2, Histologische Priéparate

3.2+.2.1., Intervalleinteilung .. . .
Fir die Bewertung der Organe sowie der Mortalitdtsverhdltnisse wur-
de eine zeitliche Einteilung in drei Intervalle vorgenommen, und

gwar in ein: SR

I Friihintervall bis zum 14. Tag nach Bestrahlung. In diesem In-

tervall kommen die unmittelbaren Strahlenfolgen zum Ausdruck,
wobeil andere Einfliisse, wie friihe Immunreaktionen, nicht aus-
geschlossen werden kdnnen. Das

II Mittelintervall reicht vom 15. bis 40, Tag nach Bestrahlung

und Knochenmarktransfusion und stellt den Zeitraum dar, in dem
sich im wesentlichen Immunreaktionen im Rahmen der Auseinan-
dersetzung der Spenderzellen mit dem Wirtsorganismus abspie-
len, Das

ITI Spédtintervall umfasst die Zeit ab 41. Tag nach Bestrahlung

und soll als Stadium der Spatfolgen, sei es in Form eines
langsam verlaufenden secondary disease, einer Wiedererholung
des Empfangerzellsystems oder spdter Infektionen, verstanden

werden.,
Lediglich fiir die quantitative Auswertung des Knochenmarkes wur-
den kleinere Intervalle gewdhlt zur genaueren Erfassung der Rege-

nerationsverhdltnisse,

3424242, Knochenmark - quantitativ

ﬁie quantitative Erfassung des Knochenmarkes und der anderen Orga-
ne wurde mit dem "Sandkiihler"-Okular von Leitz durchgefiihrt. Die-
ses QOkular enthidlt eine in Planquadrate eingeteilte Flache, die man
. mit Hilfe einer ebenfalls eingebauten Blende und eines Eichobjekti-
ves bei 10- und 25-facher Planvergrdsserung auf jeweils 1/10 mm2:_
auszuzdhlender Schnittflédche einstellen kann. Bei stédrkerer Ver-

grosserung musste, da die Blende nicht geniigend weit zu &6ffnen war,
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der entsprechend kleinere Fldchenausschnitt mit einem jeweils aus-

zurechnenden Faktor auf 1/10 mm2 korrigiert werden,

VergroBerung Faktor
10 1
25 1
40 1,56
54 01 2,64
90 01 8,63

Es wurden ausgez&dhlt:

a) Megakaryozyten pro cm2 Knochenmarkschnitt bei Vergrdsserung
25 Pro Zeitintervall kamen 3 bis 5 Tiere zur Auszahlung, wo-
bei je Tier 3 Felder gezdhlt und dann gemittelt wurde. Fiir je-
des Zeitintervall wurde sodann ein Mittelwert (Megakaryozyten
pro Tier und cm? Knochenmark) errechnet.
Bei diesen und bei allen anderen Zdhlungen wurde unterschieden
zwischen spontan gestorbenen und getdteten Tieren, da postmor-
tale Verdnderungen und quantitative Verschiebungen zwischen
beiden Gruppen nicht ausgeschlossen werden konnten. Es sei aber
erwdhnt, daB in den Zeitintervallen bis zum 70. Tag praktisch
ausschlieBlich spontan gestorbene Tiere sezlert wurden. Fibro-
se-Tiere wurden jeweils gesondert gezdhlt,

b) Eosinophile:
Hier wurde ebenso verfahren wie bei der Megakaryozytenzéhlung,
nur daB mit 54-~facher Vergrdsserung und Olimmersion gezdhlt wur-
de.

3.,2.2.3. Knochenmark - gqualitativ

Bei der qualitativen Auswertung des Knochenmarkes wurde das Augen-
merk auf das Verhaltén der Grundstrukturen wie Kapillaren, Sinus-
system, Retikulum, Fettgehalt sowie der einzelnen Zellreihen, ihr
Verschwinden, Wiedererscheinen, rdumliche und verhdltnismédssige Ver-

teilung im Mark gerichtet.

Bei der Beschreibung und Einteilung der Fibroseentwicklung widhlten
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wir folgende Gradeinteilung: (diese Einteilung erfasst nur den

Reifegrad der Fibrose, nicht ihre Ausdehnung im Knochenmark):

Stadium + ¢ Auftreten von vermehrten Retikulumzellen, Fibrobla-
sten und Fibrozyten

Stadium ++ : Bindegewebszellreiche, faserarme Fibrose

Stadium +++ : Faserreiche, mehr oder weniger zellarme Fibrose

Stadium ++++: Sklerosierende Fibrose

(+) : Ubergéinge zwischen einzelnen Stadien

? + ¢ Fragliche Fibrosefriihstufe
YA + : Vom Zentralsinus ausgehende Fibrose
H + ¢ Herdformige Fibrose

3e2e2.4. Milz - quantitativ

In der Milz war neben der extramedulléren Hémopoese von besonderem
Interesse, ob sich dieses Organ hinsichtlich seiner Bindegewebsstruk-
tur verdndert hatte. Zur Unterscheidung einer echten Bindegewebs-
zunahme von einer solchen, die lediglich durch einen Schrumpfungs-

prozess zustande kommt, wurden quantitative Messungen vorgenommen.,

Ausgezdhlt wurden, ebenfalls mit "Sandkiihler"-QOkular:

a) Die durchschnittliche Zahl der Keimzentren pro Tier und cm2
Milzschnittfldche bei 10-facher Vergrésserung. Es wurden pro
Zeitintervall 3 bis 7 Tiere gezéhlt; pro Tier wurde iiber 10
gezdhlte Felder gemittelt. ,

Bei den Keimzentren wurden auch solche mitgezdhlt, die von
Zellen vollig entbldBt waren und nur noch sufgrund ihrer Zen-
tralarterie und der konzentrischen Anordnung von Bindegewebs-
fasern als solche erkannt werden konnten.

b) Der durchschnittliche Lymphozytengehalt pro Tier und mm2 Keim-
zentrumsfléche. Diese Zdahlungen wurden durchgefiihrt bei 54-iger
Olvergrosserung (Korrekturfaktor 2,64) und einer Verringerung
der Zahl der Planquadrate auf 1/4 der bei dieser Vergrisserung
grosstmdglichen Fldche des Okulars, weil auf diese Weise nach
unserer Ansicht der geringen Flichenausdehnung der Keimzentren

am ehesten Rechnung getragen werden konnte. Es wurde stets darauf
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geachtet, daB die Zentralarterie in einer Ecke des Blickfeldes
sichtbar war und daB stets der lymphozytenreichste Sektor des
betreffenden Keimzentrums ausgezédhlt wurde.

Die quantitative Erfassung der Keimzentren und ihres Zellgehal-
tes ist wegen der verwischten Grenzen der Malpighi-Kérperchen
nach Zellentleerung bzw. nach Zellinfiltration aus der Umgebung
im Rahmen reaktiver oder regenerativer Prozesse schwierig und
muB im Hinblick auf diese Schwierigkeiten vorsichtig interpre-

tiert werden.

3e202.5, Milz - qualitativ

Qualitativ wurde auf eine Faltung und Verdickung der Milzkapsel,
der Trabekel und der Gefidsswdnde geachtet, des weiteren auf das Auf-

treten von Hédmosiderin und extramedulldrer Blutbildung.

342.2.6./7. Lymphknoten/Leber

Bei diesen Organen waren Nekrosen, fibrotische Umwandlung und
extramedulldre Blutbildung Gegenstand des Interesses. Bei der Aus-
wertung von Milz, Lymphknoten und Leber wurde zwischen gestorbenen
und getéteten und osteomyelofibrotischen Ratten unterschieden.

Die einzelnen Tiere wurden, wie fiir das Knochenmark beschrieben,
in drei Zeitintervalle zusammengefaBt und zwar in ein Friihinter-
vall vom 4.-14- Tag nach Bestrahlung, ein mittleres Intervall vom

15.=-40. Tag und ein Spatintervall ab 41. Tag.



Erythrocyten

Leukocyten

tbertra-

His?o— Grad der| Be- in Mill, Todestag Vorbehandlung | gung: * ubertragenegZellen
logie~] L. strah- nach : ; (in 107)
No Fibrose lung vor am To-| vor am To- Todesart der Suspension Elngel -~
° destag destag gemischt| KM M LK
EF0109
56 ?? + 750 r 8,07 fehlt 47370} fehlt 4.spontan} - - einzel 1,0 0,995
72 + 750 r 8,52 fehlt 21970 fehlt 4. " Vincristin vivo " 1,0 0,33
566 +++(+) | 900 r | fehlt] fehlt | fehlt| fehlt | 4. " 6 x DHC vivo gemischt| 0,6 - -
567 +++ 900 r fehlt]| fehlt fehlt| fehlt | 4. " 6 x DHC vivo " 0,6 - -
568 ?? + 900 r fehlt] fehlt fehlt| fehlt 4. " 6 x DHC vivo " 0,6 - -
125 + 750 r 7,98 fehlt 10408} fehlt Te " 6 x DHC vivo " 0,48 - -
322 ? +(+) | 750 r | fehlt| fehlt | fehlt] fenlt | 7. - - Strahlenkontrolle
624 7S ++ 750 r 7,24 7,58 11550] 1550 8. n - gemischt| 0,4 - -
359 ZS5 ++ 750 r fehlt] fehlt fehlt] fehlt 8. " Freund Adj. einzel 1,75 = -
127 2S5 + 750 r 74551 fehlt 10759 fehlt 9. " 6 x DHC vivo gemischt| 0,48 - -
110 + 750 r 8,33 fehlt 14838| fehlt 10. " - " 0,48 - -
315 ++(+ 750 r fehlt] fehlt fehlt| fehlt 10, " - eingzel 0,005 = -
297 +++((+))] 750 r | fehlt| fehlt | fenlt| fehlt | 10, » - " 0,53 - -
615 + 750 r fehlt] fehlt fehlt| fehlt 11. " 6 x DHC vivo gemischt{| 0,81 = -
137 + 750 r 8,56 3,02 18000] 5611 12, " - " 0,48 - -
273 ++(+)}] 750 r fehlt| fehlt fehlt] fehlt 15, " 6 x DHC vivo " 0,80 - -
109 +++ 750 r 8,43 6,07 184321 21300 15. " - " 0,48 - -
515 ++ 750 r 8,60 fehlt 5620 fehlt 16, " - einzel 0,48 = -
163 +++ 750 r 5,98 4,05 6069 679 16, " 2h.Incub. 3700 gemischt | 0,69 - -
230 ++(+)} 750 r 6,53 3,24 10165 2228 16, " DHC vitro " 0,75 - -
108 +++ 750 r 7,36 2,06 169231 10570 18, " - " 0,48 - -
141 + 750 r 7,48 6,48 14200 17600 18. " - " 0,48 -~ -
115 + 750 r T,11 7,24 22900] 5505 19.getotet | 6 x DHC vivo " 0,48 - -
195 ?? + 750 r 1,47 5,89 8474 1607 21.sponte | 30'Incub. 37°C " 0,12 - -
54 ?? + 750 r 8,01 7,69 15500 549 21. " - - Strahlenkontrolle
140 +++ 750 r 6,59 5,17 35000} 12866 22, " - gemischt | 0,48 - -
337 + 750 r fehlt | fehlt fehlt | fehlt 22, " - " 0,037 = -
545 H ++ 750 r fehlt | fehlt fehlt ] fehlt 25%getotet - " 4 - -
520 + 750 r 7,90 9,07 16299 | 14970 29.sponte - einzel 0,48 = -
523 +(+) 750 r }6,90 |8,20 15212 10800 | 29, " 6 x DHC vivo " 0,48 - -
117 + 750 r § 7,72 | 7,81 19000 | 19000 | 34. " 6 x DHC vivo gemischt | 0,48 = -
178 7+ 750 r 16,99 | 8,03 5857 | 16141 | 34. " 4 x PHC vivo " 0,45 - -
225 ++ 750 r 7,80 3,05 10476 | 8876 34, " 30'Actinomycin " 0,24 = -
344 +++(+) | 750 © | fehlt | fehlt | fehlt| fehlt | 35, " - " 0,15 - -
2 ++(+) | 750 » | 7,29 |s,71 9671 | 15700 | 36, 30'Incub. 37°C L 0,23 - -
1 ++++ 750 r |} 7,63 |6,86 5636 | 13800 | 37. " 30" DHC vitro " 1,6 - -




His?o- Grad der Be- Ergzhiziifen heskosy'en Todestag Vorbehandlung gﬁi;fri ﬁbertrggeneBZellen
logie=| .o strah- To- 70| nach dor S ) = 1 - (in 107)
Nr. ibrose lung vor am To vor am To Todesart er Suspension inze
destag destag gemischt | KM M LK
138 ++(+)| 750 r | 7,12 | 6,33 38300] 20982 | 40.spont. - gemischt | 0,48 - -
3 I + 750 r | 6,94 { 5,40 5500 | 31448 | 41getdtet| 2h Incub. 37°C " 0,23 - -
465 H + 750 r 7,23 6,69 9076 17146 57.spont.| 6 x DHC vivo einzel 0,48 - -
94 ZS ++ 750 r | 8,62 | 8,75 16046 20460 | 73getotet - " 0,97 0,79
356 +++(+)| 750 r | fehlt] 7,19 fehlt] 25500 | 80.spont, | Freund + SRBC " 2,4 - -
287 ++++ 750 r 8,87 11,88 5778 14490 8o, " 2h Incub. 3700 gemischt | 1,6 - -
289 ++(+)} 750 ¢ | 7,70 | 8,24 9297 | 12279 | 80.getétet] 30! Vincristin " 1,6 - -
449 E + 750 r 8,12 6,46 144001 21380 (160, " - " 0,48 = -
100 ++++ 750 r 8,06 7,55 8600 51800 1100, " Vincristin vitro] einzel 1,26 0,80
44 +(+) | 750 ¢ | 8,23 | 7,18 17400] 32500 {100, " - " 0,70 0,70
266 +++(+) | 750 r | fehlt] 6,89 fehlt] 32300 ]| 110.spont.} 6 x DHC vivo gemischt | 0,81 -~ -
267 ++++ 750 r fehlt | 8,54 fehlt] 115100 16%getstet - einzel 0,81 -~ -

Tabelle 2: Zusammenstellung einzelner Daten von 48 Ratten mit Osteomyelofibrose.

*: einzel: von einem Spender auf eihen Empfédnger; gemischt: aus einem

Gemisch mehrerer Spender auf einen Empfdnger. KM = Knochenmark; M =

Milzzellen; LK = Lymphknotenzellen; DHC = Symbol fiir Dehydrocortison (bis
C./7) und Solu-Decortin-H (ab C./9). Dosis/Inj.: 0,02 mg/gr. KG.







Frihintervall

Mittelintervall

Spdtintervall

getotet

gestorben getdtet

getotet
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absolut

%

absolut % {labsolut

%

absolut

%

absolut

Gesamt-
tierzahl

27

213 32

12

45

Myelofi-
brotische
Tiere

Nichtmyelo-
fibrotische
Tiere

Tabelle 2 a: Absolute und prozentuale Verteilung des

untersuchten Tiermaterials auf die ein-

zelnen Intervalle nach Bestrahlung und

Knochenmarktransfusion unter Beriicksich-

tigung der Todesart und myelofibrotischer

Verdnderungen,

019



51 /
4. Ergebnisse ' |

4.1. Klinische Befunde !
4.1.1, Mortalitét f

In Tab. 1 waren die Gegebenheiten der einzelnen Versuche wiederge-

geben,

In Tab. 2 sind diejenigen 48 Tiere, die unter den 516 untersuchten
Tieren Verdnderungen im Sinne einer Myelofibrose aufwiesen, mit
Einzelheiten iiber ihre Vorbehandlung und Befunde zusammengefaBt.
Die Aufstellung wurde ohne Riicksicht auf die Zugehdrigkeit zu
einer bestimmten Versuchsserie in Abhédngigkeit vom Todesdatum vor-

genommen. Die Gruppe der PFibrosetiere umfaB8t 9,3 % des Gesamtma-

terials.

r
Aus Tabelle 2 geht weiter hervor, daB die im Friih- und Mittelinter-
vall anfallenden Fibrosetiere fast ausnahmslos spontan gestorben
sind, wdhrend die Tiere im Sp&atintervall iiberwiegend getétet wur-
den. Es soll untersucht werden, ob diese Verteilung der der iibrigen,
nicht fibrotischen Tiere entspricht, oder ob sich Unterschiede in
dieser Hinsicht ergeben. Zu diesem Zweck wurden die fibrotischen
und nicht fibrotischen Tiere als Kollektiv jeweils gleich 100 %
gesetzt und in Abhéngigkeit von Todesart und Todeszeitpunkt auf-
getragen. Wie Abb. 3 zeigt, fdllt die Mehrzahl spontan nach leta-
ler GanzkoOrperbestrahlung und Knochenmarktransfusion gestorbener
Ratten in das erste Intervall vom 1.-14. Tag nach Bestrahlung. Von
den 213 in diesem Zeitraum verstorbenen Tieren waren 12, oder
5,6 %, fibrotisch oder zeigten mehr oder weniger deutliche Anzei-
chen einer beginnenden Fibrose (s. auch Tab. 2 a). Von den 72 Rat-
ten, die im Mittelintervall, zwischen dem 15. und 40. Tag also,
starben, waren 19 oder 26,4 % fibrotisch. Von den 45 Tieren, die
jenseits des 41. Tages nach Bestrahlung - im Spatintervall - spon-
tan verstarben, zeigten 6 Ratten (13,3 %) Knochenmarkverinderungen

im Sinne einer, meist ausgeprdgten, Osteomyelofibrose, bzw.

-sklerose.



Intervall

Tierzahl
pPro
Kollektiv

Myelofibrotisch Nichtmyelofibrotisch

getotet gestorben getotet gestorben

absolut

27

% 547
absolut 2 19 30 53
Mittel
% 2 19 6,4 11,3
absolut 9 6 118 39
Spéat
% 19 12 25,2 8,3

Tabelle 2 bs Nichtfibrotische und myelofibrotische Tiere als Kollek-

tiv jeweils gleich 100 % gesetzt und in Abhingigkeit von
der Todesart auf die einzelnen Intervalle nach Bestrah-

lung verteilt,

49
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Keines der 27.zwischen dem 1. und 14. Tag nach Bestrahlung getd-
teten Tiere zeigte Osteomyelofibrose. Dagegen fanden sich unter

den 32 im Mittelintervall getSteten Ratten 2 Fibrosefdlle (= 6,2 %)
wihrend im Spdtintervall der Anteil fibrotischer Tiere an den ins-

gesamt 127 getdteten 7,1 % entsprechend 9 Tieren betrug.

42,9 % aller nicht fibrotischen Tiere starben im Friihintervall,
11,3 % im Mittelintervall (zusammen 54,2 %). Im Spdtintervall star-
ben weitere 8,3 % (s. auch Tab. 2 b).

Bei den Fibrosetieren waren es in den ersten 14 Tagen rund 25 %,

die starben; zwischen dem 15. und 40. Tag waren es rund 40 %.
(Zusammen: 6% %) Im Spatintervall folgten etwa 12 %. Die Sterbequote
in den beiden ersten Intervallen verh#dlt sich also bei fibroti-
schen und nicht fibrotischen Tieren etwa umgekehrt. Dies weist
darauf hin, daB die Osteomyelofibrose als echte Todesursache bei

den Ratten betrachtet werden muss,

Wahrend bei den nichtfibrotischen Ratten im ersten Intervall 5,7 %,
im zweiten 6,4 % und im Spatintervall 25,2 % getdtet wurden, belie-
fen sich die Prozentzahlen fiir die fibrotischen Tiere in den ent-

sprechenden Zeitridumen auf O %, 4 % und 19 %.

4.1.2. Korpergewicht

Da Unterschiede in den Wiederanstiegen des Gewichts nach Bestrah-
lung mdglicherweise einen Hinweis geben auf das Einsetzen einer
Osteomyelofibrose, wurden fibrotische und nicht fibrotische Tiere
zu verscliiedenen Zeiten nach Bestrahlung auf ihr Gewicht im Ver-
gleich zu ihren Anfangsgewichten getestet. In Abb. 4 ist der Ge-
wichtsverlust in Prozent des Anfangsgewichtes einzelner Tiere auf-
getragen., Es wurden von oben nach unten Tiere aufgezdhlt, die die
Bestrahlung bis zu 5, 10, 15 bzw. 20 Tagen iiberlebt haben. In den
Kurven links erscheinen die Einzeltiere, in denen rechts die Mit-
telwerte ihrer Gewichtsverluste. In keiner der Gruppen ldsst sich
ein gesetzmissiges Uberwiegen der fibrotischen oder nicht fibroti-

schen Tiere hinsichtlich ihres Gewichtsverlustes feststellene.
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Auch die Stagnation des Gewichtsanstieges im Spdtverlauf, bzw,.
der prédmortale Gewichtsabfall ist bei fibrotischen und nicht

fibrotischen Tieren gleichermassen vorhanden.

4.1.,3, Periphere Blutbilder

Als "Normaldifferentialblutbild" wurden die Mittelwerte von 10
unbehandelten Wistar-Ratten, die aus demselben Stall wie die fiir
die Versuche benutzten Ratten kamen, als Anfangswerte zugrunde
gelegt, da fiir viele der untersuchten Tiere keine solchen vorla-

gen. Die errechneten Werte entsprechen den Angaben Lawkowicz's (51).

Da in den peripheren Blutbildern getéteter und gestorbener behan-
delter Ratten zu keinem Zeitpunkt nach Bestrahlung wesentliche
Differenzen auftraten, wurden diese beiden Kollektive bei der
Beurteilung ihres Blutbildes zusammengefasst. Die Ergebnisse der
einzelnen Zellfraktionen sind in den Kurven 5 bis 14 graphisch

wiedergegeben,

Zusammenfassend fiir die Granulocyten und Lymphocyten ergibt sich

im peripheren Blut folgendes Bilds

Der Wiederanstieg der kernhaltigen Zellen nach dem 12.-15. Tag

geht in erster Linie auf einen Lymphozytenanstieg zuriick, so daB

die Granulozytenzahlen, deren Werte sich im Normalbereich oder teil-
weise etwas hoher bewegen, relativ immer stédrker zuriickgehen, widhrend

sie sich anfangs schneller erholt hatten als die Lymphozyten.

Bei der Betrachtung der myeloischen Zellen f&llt auf, daB8 dem
Granulozytenabfall nach Bestrahlung ein Anstieg der reifen Stab-
kernigen und der unreifen Zell-Vorldufer parallel geht, was einer
Linksverschiebung in der Ausreifung entspricht. Dieses gegenlidufige
Verhalten zwischen den Segmentierten und ihren Zellvorl&dufern

ist besonders ausgeprdgt bei den Fibrosetieren. Auch die Dauer

der Linksverschiebung ist bei diesen Tieren lé&nger,

Im Einzelnen ergaben sich folgende Befunde:
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4.1.3.1. Gesamtzahl kernhaltiger Zellen (Abb. 5)

Die Zahl kernhaltiger Zellen im peripheren Blut fdllt bis zum
12.-15, Tag nach Bestrahlung auf Werte von durchschnittlich
5-8000 ab, was etwa einem Drittel bis der Hilfte der Norm ent-
spricht. Es kommt dann zu einem kontinuierlichen Zellanstieg
wobel die nichtfibrotischen Tiere sich etwas schneller erholen
und bis zum 60, Tag nach Bestrahlung auch etwas hoéhere Werte auf-
weisen als die Fibrosetiere. In der spdten Phase jenseits des 60.
Tages kommt es dann zu einem stdrkeren Zellanstieg auf Seiten der
myelofibrotischen Tiere. Vergleichszahlen fiir die Kontrolltiere

liegen nicht vor.

4e1e3.2. Neutrophile
4.1.3.2.1. Segmentkernige: (Abb. 6)

Wahrend die Kurven der Gesamtzellzahlen beider Kollektive recht
gleichsinnig verlaufen, liegen bei den Segmentkernigen weniger
einheitliche Verhdltnisse vor. Die Zahlen der Granulozyten bei den
nichtfibrotischen Tieren sinken zum 12, Tag hin ab, um zum 20. und
zum 57. Tag jewells Maximalwerte weit {iber der Norm zu erreichen.
Zwischen beiden Maxima liegt ein Minimalwert, der sich im Normal-
bereich befindet. Die Werte der Fibrosetiere sinken ebenfalls zum
12. Tag, erreichen ihren Tiefpunkt aber erst am 15. Tag, wosie
unter 1000 Zellen/mm3 liegen, Ein Anstieg erfolgt dann bis zum

37. Tag; er wird gefolgt von einem Riickgang auf ein Niveau, das

den Maximalwerten der nichtfibrotischen Tiere entsprichte.

401.3.2.2. Reife Stabkernige (Abb. 7)

Wihrend die Zahl der reifen Stabkernigen bei den nichtfibroti-

schen Tieren sich kontinuierlich auf einem Niveau etwas iiber der
Norm bewegt, um nur zum 57. Tag einmal auf den Nullpunkt zu sine
ken, zeigen die Fibrosetiere einen viel unruhigeren Verlauf. Es
kommt zundchst zu einem starken Anstieg mit Maximum am 20. Tag,
sodann 2zu einem Rilickgang der reifen Stabkernigen auf subnormale
Werte um den 60, Tag, die spédter wieder auf das Niveau des 20, Tages

ansteigen,
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4¢1.3.2.3., Unreife weiBe Vorstufen (Abb. 8)

Im Hinblick auf das Auftreten myeloischer Vorstufen im Blut iiber-
wiegen die fibrotischen Tiere. Sie zeigen einen starken Anstieg
bis zum 15. Tag nach Bestrahlung, einen Tiefpunkt am 20, Tag, der
aber noch iliber dem Wert der nichtfibrotischen Tiere an diesem Tag
liegt, und einen erneuten Anstieg um den 35. Tag, der um den 60,
Tag herum wieder auf den Nullpunkt zuriickgeht. Danach erfolgt ein
erneuter geringerer Anstieg auf Werte, die den Maximalwerten der
nichtfibrotischen Tiere entsprechen. Die Tiere ohne Fibrose zei-
gen zwei weniger ausgeprdgte Maxima am 12. Tag und am 57. Tag

und erreichen zwischen dem 30. und 50. Tag Nullwerte. Hervorzuhe-
ben ist der auffdllig unruhige schub- oder wellenfdrmige Kurven-
verlauf fir die unreifen Zellen der Fibrosetiere, was eine Stdrung
im Ausreifungs- oder im Ausschwemmungsmechanismus, sei es der

extramedullédren Herde oder des Knochenmarkes, wiederspiegeln kodnnte.

4.1.3.3., Eosinophile (Abb. 9)

Bei dieser Zellfraktion entsprechen sich beide Kollektive nahezu,
nur da3 die Fibrosetiere zu Jjedem Zeitpunkt etwas niedrigere Werte
aufweisen. Nach einem Zellabfall zum 12, Tag erreichen beide Kollek~
tive nach einem voriibergehenden geringen Anstieg um den 20. Tag und
langsamer Erholung, die Fibrosetiere noch zdgernder als das Verw
gleichskollektiv, erst nach dem 60, Tag wieder Normalwerte, die dann

aber rapide iiberschritten werden,

4.1.3.4. Lymphozyten (Abb. 10)

Auch in dieser Gruppe liegen fiir beide Kollektive dhnliche Verhalt-
nisse vor. Nach einem Abfall der Zellen bis zum 12. und 15. Tag
kommt es zum Wiederanstieg, der um den 30. Tag das Normalniveau
iberschreitet und sich kontinuierlich fortsetzt, wobei die Werte

der Fibrosetiere erst spdter die der Vergleichstiere iiberschreitens

4.1.3.5, Monocytoide Zellen (Abb. 11)

Wdahrend die monocytoiden Zellen der nichtfibrotischen Tiere fiir
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die Dauer der Beobachtung im Normbereich auf- und abschwankten,
stieg ihr Vert bei den Fibrosetieren am 20. Tag voriibergehend
deutlich an, um dann auf supranormale Werte gzuriickzugehen. Nach
dem 80, Tag komnt es dann noch einmal zu einem deutlichen Anstieg

der monocytoiden Zellen.

4.1.3.6, Erythrozyten (Abb, 12)

Nach einem anfanglichen Zellabfall bei beiden Kollektiven auf ein
Minimum, am 12, Tag fir die nichtfibrofischen Tiere, am 15. Tag
fiir die Fibrosetiere - reprédsentiert durch zwei moribund getdtete
Tiere -, kommt es zum Wiederanstieg, der beili dem Vergleichskollek-
tiv fiir die Dauer der Beobachtung normale Durchschnittswerte nicht
erreicht, bei den Fibrosetieren nur um den 36. Tag einmal Normal-

werte erreicht,

4.1.3.7o Rote Vorstufen (Abb. 13)

Ahnlich wie bei den myeloischen Zellvorlidufern iliberwiegt auch hier
die Gruppe der Fibrosetiere. Die nichtfibrotischen Tiere steigen
voriibergehend mit der Zahl roter Vorstufen an, mit einem Maximum

am 12, Tag nach Bestrahlung, um bis zum 30. Tag wieder verschwun-
den zu sein. Der Zellanstieg bei den Fibrosetieren ist steil und
erreicht am 15. Tag sein Maximum weit iliber dem des Vergleichskol-
lektivs, Der Riickgang verlduft gegeniiber den Vergleichstieren
deutlich verlangsamt. Die Zahlen liegen am 36. Tag noch iiber dem
Maximum der nichtfibrotischen Tiere und haben erst am 60, Tag den
Nullpunkt erreicht. Spédter, jenseits des 80. Tages, ist eine erneu-

te Erhdhung der Zahl kernhaltiger roter Zellen eingetreten.

Zusammenfassend fiir die rote Zellreihe im peripheren Blut ergibdbt

sich folgende Aussage:

Beide Gruppen erreichen fiir die Dauer der Untersuchung praktisch
nur subnormale Erythrozytenwerte. Zum Zeitpunkt der starksten
Andmie weisen beide Kollektive das erste Maximum an roten Vorstufen

im Blut auf. Die Fibrosetiere weisen im Gegensatz zu den Vergleichs=-
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kollektiven und bei nahezu normalen Erythrozytenwerten einen

zweiten Anstieg roter Vorstufen jenseits des 80, Tages auf.

Im Prinzip entspricht die Verteilung der roten Vorstufen der der
unreifen weiBen Zellvorlaufer, insofern als man bei beiden einen
frithen Gipfel vom 15. bis 40. Tag nach Bestrahlung und einen Spéat-

anstieg jenseits des 80, Tages findet.

4.1.3.8, Thrombozyten (Abb. 14)

Die Reaktion der Thrombozyten auf Bestrahlung und Markzelltrans-
fusion ist, wie Abb. 14 zeigt, bei beiden Kollektiven gleich, nur
daB die nichtfibrotischen Tiere nach anfdnglich etwas tieferem Ab-
fall sich schneller erholen und bis zum 50, Tag auch héhere Werte
als die Fibrosetiere zeigen, im weiteren Verlauf jedoch, ebenso
wie diese, wieder absinken auf subnormale Werte. Megakaryozyten

fanden sich im peripheren Blut nie.

4.1:3.9¢ Auftreten von Blutzellvorldufern im peripheren Blut

in Abhédngigkeit vom Grad der Knochenmarkfibrose

In Abb. 15 ist die Zahl der unreifen Blutzellen/mm3

aufgetragen,

Es ergibt sich: Von 28 Fibrosetieren, deren Blutbild untersucht
wurde, wiesen 14 unreife Zellen im Blut auf, deren Anteil am stark=
sten bei den deutlich beginnenden, bis kompletten Fibrosen ist;

bei den sklerosierenden Fibrosen ist er weniger stark ausgepridgt
aber immer noch deutlich héher als bei den fraglichen bis begin-

nenden Fibrosen.

4.1.4, Klinische und postmortale Befunde

Der #duBerlich - klinische Eindruck, sowie die postmortalen Befun-
de, die an den'osteomyelofibrotischen Tieren erhoben wurden, ent-
sprechen dem, was man bei den nichtfibrotischen Tieren beobachten

‘konnte.

Rein klinisch fallen in den ersten Tagen nach Bestrahlung strup-



Histo=

Experi-

Todestag

Fibrose-

Klinische Befunde

Pathologisch-anatomische Befunde

Nr. ment n.Bestr. grad Allgemein=- Fell Intestine|] Infekte Lymphkno- Milz Thymus Leber Lunge
zustand ten
EF0109]{C,/6 C [4.spont.|?? + 0.B, 0B 048, 0+Bs klein alte Pneu-
-56 monie
=72 C,/6 E |4.spont. + 0.B. 0.B. o.B. Schnupfen]|sehr klein|sehr groB,}klein
(2.) derb
566 |C,/13 |4.spont.|+++(+) 0.8, 0.3, 0.B. 0.8,
567 C,/13 4.spont. +++ 0.B. 0.B. 0.B. 04B,
568 |C,/13 |4.spont.|??77+ 0.B. 0.B. 0.B. 0.B.
125 |¢C,/9 Te.spont. + 0.B. 0.B. 0.8, 0.B. leicht klein blaB
IIT C atrophisch} hdémorrh.
322 |C,/4 Tosponte| ?+(+) 0.B. struppig Diarrhoe 0.Bo hdmorrh. relativ
(40"70) (4.-70) groB
624 C,/15C {8.spont.| 25 ++ 0.B, 0.B. 0.B. 0.B,
359 C,/4 Besponte.}2S ++ 0.B. struppig leichte 0.B, Zz.To grofB grofB gro, |Pneumonief
(2.-84) Diarrhoe atrophisch blaB
127 ¢,/9 9.spont.|ZS + 0.B. 0.B, 0.B. Schnupfen|himorrh, blaB,
III B (8.) klein
110 |C,/9 10. ? + .0.B. 0.B, Diarrhoe 0¢Bs |leicht sehr klein blas
II E sponte (8.) hiémorrh,
315 |c,/4 10, ++(+) krank 0.B. 0.B. |Schnupfen|{atrophisch]klein klein alte In-
ID sponte (6.-10.) (64=10.) filtrate
297 |c,/4 10. +++((+))]krank struppig | Diarrhoe |Schnupfen|z.T.sehr |relativ klein lehm-~
Ia spont. (2.-10.) gros 'grofB farben
615 c,/3 D |11, + krank blaB, 0.B. Schnupfen}sehr mittel- sehr Pneumonie
spont, (Te=114) struppig (5¢=11) |hédmorrh, |gros klein
137 |¢C,/9 12, + 0.B. 0.B. Diarrhoe |Schnupfen}ikterisch |blaB
II D spont., (4.-8,) |(Be=12.)
273 |c¢,/3 D {15. ++(+) 0.B. struppig 0.8, 0.B. sehr klein Odem
Sponto (4."'150)
109 |C,/9 15, +++ o0lB, 0.B. 0.B. |Schnupfen|groB klein
II E spont., (134=15.)
515 c,/9 16. ++ 0.B. 0.B. Diarrhoe 0.B.
ID spont. (13.=16.)
163 |C,/2-C |16. +++ krank blaB 0.B. 0.B. [nidBig sehr klein|sehr
spont. (11.-16.) |struppig klein klein
230 |c,/1 F |16. ++(+) krank 0.B, 0.Bs |Schnupfen|hémorrh. JgroB
spont. (9.-16.) (14.-16.)
108 |C,/9 18, +++ 0.B. 0.B. Diarrhoe |SchnupfenlgroB8,z.T. [blaB efel-
IIE |spont. (13.-18.)}(13.-18. ) |hémorrh. ery




Klinische Befunde Pathologisch-anatomische Befunde
Histo— |Experi-|Todestag |Fibrose- Allgemein- Fell Intestin. ] Infekte | Lymphkno- Milz Thymus [Leber Lunge
Nr. ment n.Bestre. grad
zustand ten
141 C/9 18. + o.B. o.B. Diarrhoe o.B. groB3,z.T, 0.B. klein O<«Lappen
II & apont., (13.-18.) himorrh, Pneumonie
115 C,/9 19. + 0.B. 0.B. 0.B. 0.B.
III & getotet
195 |C,/1 B. |21. ?? + - - - - sehr akute
: spont. klein Pneumonie
54 |C,/6 & |21. 7?7+ 0.B. 0.B. 0.B. 0.B, groB groB O-Lappen-
spont. hé&morrh. Pneumonie
140 Cy/9 22. +++ krank struppig Diarrhoe {Schnupfenj}leicht grau- Pneumonie
II & spont. (19.-22.) (19.-22.) }(19.-22.){(13.-22.) }hémorrh. |rotlich
337 C,/4 22. + 0.B. 0esBe. 0.B. Pneumonie |z.T, grof Ladppchen-
II ¢ spont. (11.-22. ) |hédmorrh. braun zg¢ichnung
545 |C,/144 |25. H ++ 0.B. 0.B. 0.B. 0.B.
getttet
520 |c/9 29. + 0.B. 0.8, 0.B. {Schnupfen
ID spont. (23.-29,)
523 |C,/9 29, +(+) 0.B. 0.B. 0.B. 0.8,
spont. '
117 c,/9 34. + 0.B. 0.B. 0.B. 0.B. s.m.klein [sehr klein]atrophisch kleirAbszesse
III E |spont. int.groB (alt)
178 ¢,/IID |34. 7+ krank struppisg 0.8, Schnupfenjatrophisch]relativ Imassive
spont. (22.-34.) |Haarausf., (9.-13.) groB Pneumonie
225 |C,/1 E |34. ++ krank blaB 0.B, 0.B.
spont. (10.-34.) :
344 |C,/4 35. +++(+) 0.B. 0.B. 0.B. Schnupfen]gro,z.T. [klein Zete j0-Lappen-
II'D spont. (32.-35. ) |hdmorrh., hdmorrh, Pneumonie
EFOO9EC,/1 B |36. ++(+) krank bla 0.B. Otitis atrophisch atrophisch Pneumonie
-2 spont. (10.-36.) |(7.) (10.=36.) : beidseits
-1 Jc/1F |37. ++++ krank 0.B. 0.B. 0.B. 0.B.
spont. (4.-9.,
22.-37.)
EF0109
138  |C,/9 40, ++(+) o.B. o.B. 0.B. |Schnupfen|klein klein sehr lalte
II E spont. (33.-40.) klein Pneumonie
EFO095 [C,/1 D |[41. H + blaB Schnupfen 0.B. 0.B. 0.B. 0.B. 0.B.
-3 getdtet (12.) (12.)
EFO109 |[c,/9 57. H + 0.B. 0.B. 0.B. 0.B.
465 I C spont.




Histo-

Experi-

Todestag

Fibrose-

Klinische Befunde

Pathologisch-anatomische Befunde

Nr. ent n.Bestr. grad Allgemein- Fell Intestin.} Infekte Lymphkno- Milz Thymus Leber Lunge
zustand ten
94 c,/5 C |73, ZS ++ o.B. Haaraus- o.B. Otitis o0.B. 0.Be o0.B. OeBe {Pneumonief
getotet fall (41-%) (46.=Y)
Pneumonie
(62. )
356 C,/4 80, +++(+) krank 0.B. 0¢B. Schnupfen jgroB groB Abszesse
III A |spont. (74.) (44.-60.) braun
287 | ¢,/1 D |80, e+t krank struppig 0.B. |Schnupfen 0.B, 0.B. 0.B. | 0.B. [Kisige
spont. (69-) (11.) Pneumonie|
Pneumonie
(14.-22.)
289 | c,/1 D }s80, ++(+) krank Haaraus- 0.B. |}Kerato-
getdtet (50-) fall(50-) Konj. Oti+
tis(8.-27
449 C,/9 100, H + krank Haaraus- o0.B. Otitis
III D |getdtet (53.) fall (77.) (96.)
44 | ¢,/5 Cc |100, +(+) 0.B. Haaraus- 0.B. [|Schnupfen
getotet £all(95=)) (53.-64.)
100 C/5 E 100. +++t 0.B. Haaraus- 0.Be. Prneumonie |gro8 o.B. klein Pneumonie
getdtet fall(53=y (76=9
266 | ¢,/3 D |110. +++(+) 0.B. N 0.B. |Otitis sehr klein|extir-
' spont. (16=y piert
Schnupfen :
v (79.-110, ]
267 c,/3 169, ++++ 0.B. struppig 0.B. 0.B. grof
B II getotet (54=90)

Tabelle 3s Klinische und Pathologisch-anatomische Befunde an 48 Ratten mit osteomyelofi-

brotischen Knochenmarkverénderungen.,

Die Zahlen in Klammern geben die Zeit nach Bestrehlung und Transfusion an, zu

denen die Befunde erhoben wurdene.
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——

Todes=-

Vorbehandlung der

Nr, tag Fibrosegrad Suspension Nachbehandlung der Spender
72 4 + Cortison in vivo
566 4 +++(+) von 143 Tieren 9,9 %
567 4 +++
568 4 7+
125 7 +
127 9 ZS +
615 11 +
273 15 ++(+)
523% 29 +(+) ab 12.Tag 1x wochtl. Cortison
117 34 + ab 12.Tag 1x wochtl, Cortison
178 34 ?? +
465 57 H +
266 110 +++(+)
230 16 ++(+) Cortison in vitro
-1 37 ++++ von 20 Tieren 10 %
163 16 +4+ Incubation
195 21 ?2?7 + . von 33 Tieren 15,1%
-2 36 ++(+)
- 3 41 H +
287 80 ++++
72 4 + Vincristin in vivo
von 12 Tieren 8 %
289 80 ++(+) Vincristin in vitro
100 100 o+ von 23 Tieren 8,7 %
56 4 ?? + ohne Vorbehandlung
624 8 ZS ++ von 232 Tieren 8,6%
110 10 ? o+
315 10 ++(+)
297 10 +++((+))
137 12 +
109 15 +++ ab 12.Tag 1x wdchtl., Cortison
515 16 ++
108 18 +++ ab 12,Tag 1x wéchtl. Cortison
"1 18 + ab 12, Tag 1xwdchtl., Cortison
140 22 +++ ab 12, Tag 1xwoéchtl, Cortison
337 22 +
545 25 H ++
520 29 +
344 35 +++(+)
138 40 ++(+) ab 12.Tag 1x wochtl. Cortison
94 73 ZS ++
449 100 H +
44 100 +(+)
267 169 +H++
359 8 25 ++ Freunds Adjuvant
356 80 +++(+) Freunds Adjuvant +
SRBC von 15 Tieren
13,3 %
225 34 ++ Actinomycin C in vi-
tro von 14 Tieren
7,1 %
322 7 ?  +(+) Strahlenkontrollen
54 21 2?7+ von 24 Tieren 8,4 %

Tabelle 4: Auftreten und Hdufung von Fibrosen in Abhéngigkeit
von der Vorbehandlung der Knochenmark-Suspension,
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piges Fell, Diarrhoe und Schnupfen auf. Letzterer wird mit dem
Abstand zum Bestrahlungstermin ein immer hdufigeres Symptom.

Pneumonien treten zwischen dem 14. und 25. Tag und spédter, etwa
ab dem 60. Tag, hdufiger auf, wihrend pathologische Sektionsbe-
funde in der Lunge zu allen Zeiten gefunden werden, Weitere In-
fektionen, die gefunden werden, sind Otitiden und in einem Fall

eine Kerato-Konjunktivitis,

Haarausfall trat erst jenseits des 40, Tages gehduft auf., Bei
den Sektionsbefunden ist die Atrophie der lymphatischen Organe
zu erwdhnen, die in der ersten Zeit nach Bestrahlung hdufig mit
Hamorrhagien, namentlich in den Lymphknoten, aber auch im Thymus,
verbunden ist. Deutlich vergrdsserte Milzen finden sich nur in

6 Fdllen, wobei jedoch die Grésse nicht mit dem Ausmass der Kno=
chenmarksfibrose oder der Milzhdmopoese parallel geht. Eine Zu-
sammenstellung der Befunde der einzelnen Tiere ist in Tab. 3 ge-

geben,

4.1.5. Bedeutung der Suspensionsvorbehandlung und anderer

Versuchsbedingungen fiir die Fibroseentstehung

Da die Ubertragung von Knochenmarkzellen bei der Entstehung einer
Osteomyelofibrose in unserem Material eine Rolle zu spielen
scheint, wirft sich die Frage auf, wie die Osteomyelofibrose-
tiere sich auf die einzelnen Gruppen, eingeteilt nach der Art
der Vorbehandlung der Knochenmarkzellsuspensionen, verteilen. Es

ergibt sich (s. Tab. 4):

Cortison in vivo:

Von 143 Tieren, deren Knochenmarkspender mit Cortisoninjektionen
vorbehandelt wurden, waren 13 (= 9,9 %) fibrotisch. Die Fibrosen
waren iliber alle Intervalle nach Bestrahlung verteilt und zeigten

alle Entwicklungsgrade.,

Cortison in vitro:

Hier waren die Knochenmarksuspensionen mit Cortison inkubiert.

Von 20 Tieren zeigten zwel jeweils ausgeprdgte Fibrose im mittle-
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ren Zeitintervall nach Bestrahlung,

Inkubation bei 37° s
Von 33 untersuchten Tieren, die bei 370 C iiber verschiedene Zei-
ten inkubiertes Knochenmark erhalten hatten, waren 5 (= 15,1 %)

fibrotisch. Sie zeigten alle Fibrosestufen und verteilten sich im

wesentlich éuf das mittlere Intervall nach Bestrahlung.,

Vincristin in vivos

Ein Tier dieser Gruppe von 12 Tieren, was 8 % entspricht, zeigt

am 4. Tag.nach Bestrahlung eine beginnende Fibrose.

Vincristin in vitro:

Zwéi von 23 untersuchten Tieren, entsprechend 8,7 %, wiesen aus-
geprigte Fibrose bzw. Sklerose auf und datierten vom80. bzw, 100,

Tag nach Bestrahlung.

Frisches Knochenmark (ohne Vorbehandlung):

Die Empféanger dieser Gruppe hatten Knochenmark erhalten, das in
keiner Form vorbehandelt worden war. Von 232 Tieren waren 20

(= 8,6 %) fibrotisch. Die Tiere umfassten alle Fibrosegrade und
Zeitabstinde nach Bestrahlung. Auffallend ist, dass 6 der Tiere

aus einer Versuchsgruppe mit 8 Tieren stammen (C1/9 II E), von
denen wiederum 5 jenseits des 12. Tages nach Bestrahlung und Trans-

fusion eine Cortisoninjektion wochentlich erhalten hatten.

Freunds Adjuvant:

Unter der Vorbehandlung des Spenders mit Freunds Adjuvant und/oder
Hammelerythrozyten fanden sich bei zwei von 15 Tieren, entsprechend
13,3 %, am 8., bzw. 80. Tag nach Bestrahlung Fibrosen; imeinen

Fall vom zentralsinusoidalen Herdtyp, imranderen eine beginnende

Sklerose.

Actinomycin C in vitros

Ein Tier von 14 untersuchten Ratten zeigt am 34. Tag nach Bestrah-

lung eine deutliche Fibrose im Anfangsstadium,
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Strahlenkontrollens

Diese Tiere hatten der Bestimmung der LD1°° gedient. Von 24 unter-
suchten Tieren zeigten zwel Knochenmarksveridnderungen, die zwar
nicht als osteomyelofibrotisch bezeichnet werden konnten, sich
jedoch auch nicht in das sonst iibliche Bild nach einer letalen
Strahlendosis eingliedern liessen, weswegen diese Tiere in der Fi-
brosegruppe diskutiert werden sollen. Bei einem Tier fand sich 7
Tage nach Bestrahlung eine Bindegewebszunahme, ohne dass jedoch
eine Reaktion der Bindegewebszellen zu bemerken gewesen wédre. Das
andere Tier stammt vom 21. Tag nach Bestrahlung und weist eine ge-

ringe Vermehrung fibroblastoider Zellen auf.

Die vorliegenden Befunde deuten darauf hin, daB Knochenmarkverdén-
derungen im Sinne einer echten Osteomyelofibrose in unserem Mate-
rial zwar nur nach Letalbestrahlung mit gleichzeitiger Transfusion
von Knochenmarkzellen auftreten, daB aber die Vorbehandlung der
Zellsuspensionen keinen eindeutigen Einfluss auf diese Verénderun-
gen hat. Ein Blick in Tab. 2 zeigt, dass die Mehrzahl der Fibrose=
tiere Zellen aus einem Gemisch von Spendern erhielt, und zwar in
einem Verhdltnis Einzeliibertragungen/Gemischtiibertragungen wie 1:3,
was den Verhdltnissen in der Gesamtzahl der untersuchten Tiere ent-
spricht. Dies Verh#dltnis verschiebt sich bei den Fibrosetieren jen-
seits des 40. Tages nach Bestrahlung zugunsten der Einzeliibertra-
gung auf 131, wdhrend es bei den nichtfibrotischen Tieren bei

1:3 bleibt,

Ein weiterer Punkt, der aus der Tabelle 2 hervorgeht, ist die Zell-
zahl, die die fibrotischen Tiere jeweils transfundiert bekamen,

In der Mehrzahl der Fdlle sind es weniger als 1x108 Knochenmark-
zellen, meist um 0,5110'8 Zellen. Bei den nichtfibrotischen Tieren
schwankt die Zahl ibertragener Knochenmarkzellen zwischen 0,0051108

und 4,51108.
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4.2, Histologiebefunde
4.2.1, Knochenmark

4e2.1.1. Knochenmark nichtmyelofibrotischer Ratten. Zusammen-

fassung . fiir die ersten 50 Tage nach Bestrahlung

Um einen "background" fiir die Beurteilung der myelofibrotischen
Knochenmarkverédnderungen zu haben, sei zundchst auf die Reaktion
der Tiere ohne Myelofibrose auf Bestrahlung und Knochenmarkzell-
transfusion in Abhidngigkeit vom Zeitpunkt nach Strahlenexposition
eingegangen. £s wurden jeweils mehrere Tiere pro Zeitpunkt unter-
sucht, wobei es jedoch nicht so ist, dass der Befund eines be-
stimmten Zeitpunktes jeweils das Folgestadium des vorausgegangenen
Zeitraumes darstellt. Eine solche Gesetzmidssigkeit im Reaktions-
ablauf kann allenfalls fiir die ersten 9-10 Tage nach Bestrahlung
angenommen werden, wdhrend spdter zusdtzliche Einfliisse wie Infekte
u.s.w, die Befunde ganz verschieden asusfallen lassen kénnen. Im-
merhin wird deutlich, dass praktisch zu jedem Zeitpunkt nach Be-
strahlung Parenchymuntergiénge mit Odembildung und Einblutungen

auftreten kénnen,

Bevor auf die Befunde zu den einzelnen Zeitpunkten eingegangen wird,
sei eine Zusammenfassung filir die ersten 50 Tage nach Bestrahlung

vorausgeschickts

In den ersten Tagen, etwa vom 4.-6. Tag nach Bestrahlung bestimmen
Hdmorrhagie bzw. Sinuserweiterung und Odem das Bild. Hémopoetische
Zellen sind nur verstreut zu sehen. Meist sind sie pyknotisch ver-
andert. Mitosen fehlen praktisch ganz. Vom 6. Tag an wird die
Fetteinlagerung deutlich. Sie nimmt bis etwa zum 10. Tag zu, um
dann bis zum 15,-20, Tag mit zunehmender Regeneration des Mark-
parenchyms wieder abzuklingen. Erste eindeutige Regenerationsan-
sitze von der Zentralsinuswand ausgehend oder mit Beziehung zu
kapilldren Sinus sind ab 6. Tag zu sehen, sofern es sich um Tiere
mit erhaltenem Sinussystem handelt. Die Regeneration ist bis zum
10, Tag gut in Gang gekommen, Bis zum 20, Tag ist sie praktisch
abgeschlossen. Bei den gestorbenen Tieren ist es die Erythropoese,

die zu Beginn meist {iberwiegt. Bei den getdteten Tieren erholt
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sich die Granulopoese schneller. Nach dem 15. Tag pendelt sich

die Verteilung zwischen roten und weiBen Vorstufen jeweils in die
Norm ein. Wahrend die Vorgidnge, die man bis zum 10. Tag beobachtet,
dem entsprechen, was man im Rahmen der Regenerationsprozesse nach
einem Strahlenschaden erwartet, treten nach dem 10, Tag zu diesen
reparativen Vorgingen erneut Odeme und Einblutungen hinzu, die die
Regeneration storen, Hidmopoeseherde sekunddr zugrunde gehen lassen
und als Zeichen einer erneuten, sekunddaren Schiddigung aufzufassen
sind. Diese Erscheinungen treten auch zu spdteren Zeitpunkten im-

mer wieder auf,

4.2.1.2., Einzelbefunde

Im Einzelnen ergaben sich zu den verschiedenen Zeitpunkten folgende

Befunde:

4. Tag nach Bestrahlung: (5 Tiere)

Die Sinuserweiterung steht im Vordergrund; Odem befindet sich in
jedem Prédparat; die Hdémorrhagien sind zu diesem Zeitpunkt nur
médssig ausgebildet. Granulozyten sind vorhanden, aber nur in ge-
ringer Zahl. Das gleiche gilt fiir Erythroblasten. Mitosen sind
selten, Im Prdparat EF o 109/88, dessen Grundstruktur von frischem
Odem, erweiterten Sinus, klein bis mitteltropfigen Fetteinlage-
rungen bestimmt wird und dessen Zentralsinuswandendothel nicht
gewuchert ist, findet sich neben verstreut liegenden Zellen ein
grosserer Erythroblastenherd ohne deutliche Beziehung zum Sinus-

system,

6. Tag nach Bestrahlung: (10 Tiere)

Die schon 2zu friiheren Zeitpunkten vorhandene Fetteinlagerung im
Knochenmark nimmt zu. Zuweilen scheint die friihe Verfestigung des
Odems aber auch die Fetteinlagerung und Himorrhagien zu verhin-
dern., Das Sinussystem ist teils zerstdrt, teils nur kollabiert
oder schon wieder im Wiederaufbau begriffen. Die Zellen scheinen
im oft reichlich vorhandenen Odem unterzugehen. Himopoetische
Zellen finden sich nur selten. Sie liegen entweder vereinzelt

oder verstreut, oder in Herden meistens mit Sinusbeziehung.
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Vor allem der - hdufig mehrschichtig begrenzte - Zentralsinus
ist oft regelrecht von Hédmopoese eingescheidet. Bel den regenerie-

renden Zellen handelt es sich iiberwiegend um rote Vorstufen.

[« Tag nach Bestrahlung (10 Tiere)

Die Fetteinlagerung schreitet weiter fort und 16st die zum Teil

allerdings noch ausgepridgten Himorrhagien und Odeme ab.

8.-9, Tags: (10 Tiere)

. Es hat sich zum Teil schon reines Fettmark entwickelt, in dem

weder Sinusstrukturen noch Regenerationsherde zu sehen sind. Die
hamorrhagischen Herde sind zumeist abgerdumt. In einzelnen Prédpa-
raten (EF o 109/59) iiberwiegt noch die Hémorrhagie. Die Sinus
sind streckenweise erhalten und erweitert. In ihrer Umgebung lie-
gen neben Erythroblasten einzelne, zum Teil auch in Nestern, Gra-

nulozyten.

Bis zu diesem Zeitpunkt handelt es sich um eine praktisch unifor-
me Reaktion aller Tiere auf Bestrahlung und Knochenmarkzelltrans-
fusion., Die folgenden Zeitintervalle werden neben den regenerati-
ven Vorgiédngen zusédtzlich von Sekunddreinfliissen gepriédgt, die von

Tier zu Tier unterschiedlich stark zur Geltung kommen konnen.

10,-11., Tag: (10 Tiere)

Um diese Zeit findet sich erneut 6dematds verdndertes Mark, in

dem die gut in Gang kommende Regeneration (Mitosen: EF o 109/85)
sekundidr gugrunde geht. Die um den Zentralsinus angeordneten
Regenerationsherde erscheinen besser erhalten als die anderen,

In einzelnen Prédparaten ist jedoch auch dlteres, durch Faserreich-
tum und geringe Anfdrbbarkeit charakterisiertes Odem Ursache des

Zelluntergangs.

12,-15. Tags (7 Tiere)
Die Regeneration des Knochenmarkes ist voll in Gang gekommen,

Fetteinlagerung, Odem und Hémorrhagie sind nur noch in umschrie-
benen Bezirken vorzufinden. Hiéufig fdllt Zelldetritus auf. In den

Bezirken mit altem, faserreichem Odem gehen die Zellen zugrunde.
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Im ganzen sieht man rege Mitosetdtigkeit in iiberwiegend normal er-
scheinenden Markiibersichten. Vereinzelt finden sich noch erweiter=-

te Sinus.

16,-20, Tags (5 Tiere)

Grundsdtzlich unterscheiden sich die Prédparate nicht gegeniiber den

vorausgegangenen. Statt der Vorherrschaft der Erythropoese tritt
ein Ausgleich, in einzelnen Fdllen auch eine deutliche Verschie-

bung zugunsten der Granulopoese ein,

21.-30., Tag: (15 Tiere)

Die meisten Prédparate entsprechen dem normalen Knochenmark. Eini-

ge, ausschliesslich spontan gestorbene Tiere, zeigen auch zu die-

sem Zeitpunkt Odem und Hémorrhagie (EF o 109/131, EF o 109/453).

Im Falle des Prdparates EF 0109/453 handelt es sich sogar um fri=-
sches, gut anfarbbares Odem in einer amputierten Tibia. Die Eosinophi-

len sind gegeniiber den vorausgegangenen Tagen vermehrt.

31,-35, Tag: (10 Tiere)
In dieser Zeitspanne finden sich wieder vermehrt erweiterte Sinusoide

(EF 0109/134), die zum Teil sogar zerstdrt sind und zu Bildung
frischer Hamorrhagien fiihren (EF 0109/130). Die regenerierenden
Knochenmarkbezirke erscheinen aufgelockert; hdufig sind die Zellen

blass (postmortale Veridnderung?).

36,-40, Tag: (1 Tier)

Fir diese Zeitspanne liegt nur ein Préparat vor, das Regeneration

aufweist, aber auch geringgradige teils dltere, teils frische
Hamorrhagie. AuBerdem sind auch hier die Sinusoide erweitert und

teilweise zerrissen.

41.-45 Tag: (6 Tiere)

Wie in dem letzten Prédparat sieht man auch hier wieder gut regene-

rierendes Knochenmark mit vielen Mitosen, die aber sekunddr in
Odem und Hédmorrhagie untergehen. Es fallen viele pyknotische

Zellen auf.
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46.-50., Tag: (1 Tier)

Ein einzelnes Pridparat, das ausser seiner ausgeprédgten Granulopoese,

in der die Erythropoese nahezu verschwindet, unauffdllig ist.

4.2.1.3, Befunde jenseits des 50, Tages nach Bestrahlung

Wéhrend die bisherigen Préaparate fast ausschliesslich von spontan
gestorbenen Tieren stammten, sind die Knochenmarkschnitte der Jjetzt
folgenden Zeitabschnitte vorwiegend durch T6tung von Tieren oder

durch Amputation einzelner Extremitdten gewonnen.

51.-170. Tag: (41 Tiere)

Soweit es sich um spontan verstorbene Tiere handelt, treten auch

zu diesem Zeitpunkt hin und wieder, jedoch nicht regelmidssig,
Sinuserweiterungen, leichte Hdmorrhagien und Odementwicklung auf
(EF 0109/394). Ganz allgemein scheint die Zahl der Eosinophilen,
die zum Teil in Inseln zusammenliegen, weiter zuzunehmen, Hinsicht-
lich der Amputationsprdparate, die von Tibien stammen, konnte
Verwirrung entstehen durch den zuweilen hohen Fettgehalt dieser
Knochenmarkschnitte. Dieser Fettgehalt jedoch ist in Tibien bei
fortschreitendem Alter der Tiere durchaus als normal zu bezeich-
nen. Alle anderen Pradparate zeigen fast ausschliesslich normale
Regenerationsverhédltnisse mit unauffdlligem Fettgehalt, aber zu-~

weilen deutlich vermehrten Eosinophilenzahlen,

4e2.1.4, Myelofibrotisches Knochenmark (Kasuistik) bis zum

20, Tag nach Bestrahlung

Im Gegensatz zu der Befundung der nichtmyelofibrotischen Ratten,
die an fir die jeweiligen Zeitintervalle zusammengefassten Tier-
gruppen durchgefiihrt wurde, sollen die Tiere mit myelofibrotischen
Verdanderungen als Einzeltiere in der Reihenfolge ihres Todesdatums
nach Bestrahlung untersucht werden. Dies erschien uns sinnvoll,
‘'weil die einzelnen Tiere zum Teil ganz unterschiedliche Stadien
hingichtlich des Reifegrades und der Ausbreitung der Fibrose im
Knochenmark aufwiesen. Hinzu kommt der Umstand, dass in der Welt-

literatur ausserordentlich selten - uns ist nur ein Fall bei
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Balner (5) bekannt - die Entwicklung einer Knochenmarkfibrose
unter vergleichbaren Bedingungen beschrieben wurde. Auch aus die-
sem Grunde soll hier eine eingehendere Beschreibung vorgenommen
werden, wobel auch Fibrosen, bei denen die Diagnose unsicher war,
wegen ihrer evtl. Bedeutung fiir das Verstdndnis der Pathogenese

mit einbezogen wurden,

4. Tag EF 0109/56 (gestorben)

In einem Oodemdurchtrédnkten Mark mit erweiterten aber erhaltenen
Sinus findet man neben einigen Megakaryozyten, myeloischen und
Plasmazellen fibroblastenartige Zellen und einige Zellen, die Jjun-
gen Fibrozyten dhneln,

Beurteilung:

Eventuell, aber sehr fraglich, frithe Fibrosevorstufe.

EF 0109/72 (gestorben)
Die Grundstruktur entspricht der des Prdparates EF 0109/56, aber
es finden sich mehr Plasmazellen und mehr myeloische Zellen. Man
sieht praktisch keine Mitosen. Auffallend sind vor allem die wir-
bel- und fischzugartig zwischen den erweiterten Sinus verlaufen-
den schlanken, spindelférmigen Zellen mit teils lockerem, teils
dichterem ovaldrem bis ldnglichem Kern, bei denen es sich um
Fibrozyten unterschiedlicher Reife handelt.
Beurteilung:

Beginnende Fibrose.,

EF 0109/566 (gestorben)
Bereits in der Ubersichtsvergrosserung fdallt die Verschiedenartig-
keit der Struktur in den verschiedenen Abschnitten des Knochenmar-
kes auf. Die Grundstruktur des Knochenmarkes ist mit weitem Zen-
vralsinus, der blutgefiillt und dessen Wand weitgehend zerstort
ist, weiten Sinusoiden, stellenweise Himorrhagie, Odem und kolla-
bierten Kapillaren weitgehend erhalten. Das eigentliche Parenchym
ist in verschiedener Weise ersetzt, einerseits durch hdmorrhagische
Felder, andererseits durch odematdose Infiltrate und durch Binde-
gewebsbildung verschiedenen Ausmasses bis zur Verkndcherung. Die-

ses Nebeneinander einzelner Stadien einer Fibrose ist besonders
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bemerkenswert in diesem Praparat, zumal es so kurze Zeit nach Be-
strahlung und Transfusion datiert. Es gibt einen Hinweis auf die
mdgliche Pathogenese der Osteomyelofibrose in morphologischer
Sicht. Man sieht in 6dematésen Bezirken die ersten fibrozytoiden
Zellen. Die sklerosierten Partien schliessen Osteozyten einj sie
werden zum Teil von Osteoblasten, selten von Osteoklasten und sehr
hdufig von einer mehrreihigen Schicht reifer Fibrozyten umgeben.
Bei stdrkerer Vergrdsserung finden sich nur ganz wenige hédmo-
poetische Zellen, einige Plasmazellen, keine Megakaryozyten und
Eosinophile,

Beurteilung:

Fibrosebildung aller Stadien bis zur Sklerosierung.

EF 0109/567 (gestorben)
Wahrend an einem Ende bereits feinfaserig ausfallendes Odem iiber-
wiegt, in dem retikulidre Zellen und vereinzelt myeloische Vor-
stufen auffallen, geht die Struktur zum anderen Ende hin in deut-
liche Faserbildung mit mehr oder weniger reifen Fibrozyten iiber.
Hie und da finden sich einzelne, quer angeschnittene Knochenbdlk-
chen,
Beurteilung:

Deutliche, bereits faserbildende Fibrose mit Spongiosabildung.

EF 0109/568 (gestorben)
In einem Teil des Prdparates sind die mittelgradig weiten Sinusoide
durch frisches Odem deutlich voneinander abgegrenzt. Neben retiku-
ldiren Zellen finden sich nur pyknotische Kerne zugrunde gegangener
Megakaryozyten. Im Diaphysenbereich erscheint das Knochenmark
hédmorrhagisch, bei stdrkerer Vergrosserung jedoch lassen sich auch
noch intakte Sinusendothelien verfolgen. In einem weiteren Areal
dieses Prdparates, das iiberwiegend durch frisches Odem gekennzeich-
net ist, finden sich neben retikuldren Zellen auch Zellen von Fibro-
zytencharakter. Eine Beziehung zu irgendwelchen Gefdsstrukturen
148t sich nicht erkennen.
Beurteilung:

Sehr fragliche Fibrosevorstufe.
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1. Tag EF 0109/125 (gestorben)

Neben weiten aber erhaltenen Sinus tritt groB8tropfige Verfettung
geringen Grades auf. Ausser einer Vermehrung von Retikulumzellen
fallt das gehdufte Auftreten von Fibroblasten und spindeligen Fi-
brozyten unterschiedlicher Reife auf, die auch zwischen den noch
vorhandenen Herden h&mopoetischer Zellen liegen, die dadurch aus-
einandergedrédngt erscheinen,

Beurteilung:

Beginnende zellreiche, faserarme Fibrose mit schwach positiver Sil-

berfdarbung.

EF 0109/322 (gestorben)
Die Hédmopoese .ist in diesem Priparat spdrlich entwickelt. Nur
vereinzelt finden sich kleine Erythroblastennester oder Gruppen
myeloischer Vorstufen. Die Sinusoide sind erweitert und voneinan-
der durch faserige Massen getrennt. Es iliberwiegen retikuldre Zel-
len. Fibroblasten oder Fibrozyten finden sich allerdings nur ganz
selten, Die Silberimprédgnation zeigt eine Verdichtung des retiku-
laren Fasernetzes, die den Verdacht einer Fibrose nahelegt.
Beurteilung:

Fragliche Fibrose.

8. Tag EF 0109/624 (gestorben)

Das Prdparat zeigt Sinuserweiterung, fortgeschrittene Fetteinla-
gerung mittlerer Tropfengrdsse und mdssige Regeneration mit Be-
tonung der Myelopoese. Auffdllig ist der weite Zentralsinus, des-
sen Wand von einer 4-fachen Zellschicht gebildet wird.
Beurteilung:

Regenerierende Zentralsinuswand. Fragliche Zentralsinuswandfibro-

se im Anfangsstadium.

EF 0109/359 (gestorben)
Fettige Aplasie, faseriges Odem, blutleere Sinusoide bei einer
mehrschichtig begrenzten Zentralsinuswand prédgen dieses Knochen-
mark. In der Umgebung des Zentralsinus und der kleineren Gef&B-
strukturen finden sich vereinzelt h&mopoetische Zellgruppen. Da-

bei iiberwiegen rote Vorstufen. Auffdllig sind die hiufig auftre-
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tenden, dreizipfeligen Zellen, die in das Odem eingebettet sind
und einen groBen ovaldren blasigen Kern mit lockerer Chromatin-
struktur aufweisen. Daneben treten schlankere Zellen mit mehr
spindeligem, aber ebenso aufgelockertem Zellkern auf. Bei diesen
Zellen handelt es sich offenbar um Fibroblasten und Fibrozyten
(junge Fibrozyten). Die Silber-Imprédgnation zeigt keine eindeu-
tige Vermehrung retikulédrer Substanzen.

Beurteilung:

Frilhes Fibrosestadium bei mehrschichtiger Zentralsinuswand.

9. Tag EF 0109/127 (gestorben)

In einem mehr als zur Hdlfte verfetteten Mark mit geringgradig

erweiterten Sinus finden sich grdssere Hdmopoeseherde. An einer
Stelle, wohl einem Schrédganschnitt des Zentralsinus, liegt eine
umschriebene Fibroblasten- und Fibrozytenzone.

Beurteilung:

Bindegewebsherd, der einer gewucherten, schrdg angeschnittenen

Sinuswand zugehdren konnte,

10, Tag EF 0109/110 (gestorben)

Das Bild dieses Prdparates wird geprdgt durch verbreitete myeloi-
sche, aber auch erythropoetische Herde, die unterbrochen sind
durch Gebiete mit groBtropfigem Fett, erweiterten Sinus, gering-
gradiger Hdmorrhagie und faserig ausgefallenem Odem. In le%zterem
sieht man, allerdings nicht sehr hdufig, schlanke, spindelférmige
Zellen,

Beurteilung:

Friihe Fibrosevorstufe mit leicht positiver Silberféarbung.

EF 0109/315 (gestorben)
Einzelne Erythroblastenherde finden sich in der Umgebung kleinerer
Kapillaren in einem sonst iiberwiegend fettig degenerierten Mark,
dessen Sinusoide blutleer sind und von faserigen Massen auseinan-
dergedriangt werden. In diesen Massén finden sich neben verhdlt-
nismédssig vielen Plasmazellen zahlreiche Fibroblasten und junge
Fibrozyten. Am Rande des Schnittbildes ist die Struktur zu typi-

schen Bindegewebsformationen fischzugartig zusammengezogen.
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Reife Fibrozyten iiberwiegen in diesen Partien,
Beurteilung:

Deutlich beginnende Fibrose mit positiver Silberfidrbung.

EF 0109/297 (gestorben)
Die iiberwiegend granulopoetische Regeneration ist in diesem Kno-
chenmark durch fortgeschrittene generalisierte Fibrosierung auf
wenige Herde zusammengedrdngt. An einem Ende des Prdparates wird
bereits die Bildung osteoider Balkchen mit der Entwicklung von
Osteoblastensdumen deutlich., Die Silbér-Imprégnation offenbart
eine deutliche Vermehrung retikuldrer Fasern, die auch in den
granulopoetischen Herden zu finden sind. An einzelnen Stellen
kommt es bereits zur Bildung von Kollagensubstanzen und Osteoid.
Beurteilung:

Fortgeschrittene Fibrose mit beginnender Osteoidbildung.

11. Tag EF 0109/615 (gestorben)

Der Zentralsinus in diesem Pradparat ist weit und stark blutge-
fiillt, seine Wand nicht durchgehend erhalten. Hdmopoese findet
sich iber das ganze Knochenmark verteilt. Sie ist vorwiegend
granulopoetisch ausgerichtet und wird durch mittel- bis grofi-
tropfige Fetteinlagerung, die etwa 20 % der Schnittfldche ein-
nimmt, sowie durch faserig ausgefallene Massen stark aufgelockert.
Bei stdrkerer VergrdBerung finden sich leicht verstreut, in ein-
zelnen Gebieten allerdings auch vermehrt, Fibroblasten und junge
Fibrozyten.

Beurteilung:

Fibrosefriihstadium.

12. Tag EF 0109/137 (gestorben)

Weitgehend dissoziierte Blutbildungsherde liegen in einem fett-
haltigen iiberwiegend aplastischen Mark, dessen Zentralsinus

auf weite Strecken mehrschichtig begrenzt ist. Auffallend ist

das Auftreten von Fibroblasten und jungen Fibrozyten in vermehrter
Zahl, sowie die fir diesen Zeitpunkt grosse Zahl von Eosinophilen,
Beurteilung:

Deutliche Fibrose im Anfangsstadium.
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15. Tag EF 0109/273 (gestorben)

Die Ubersicht zeigt neben geringfiigig erweiterten Sinusoiden eine
diffuse Infiltration und Auseinanderdringung des Parenchyms durch
Fibroblasten und teilweise durch PFibrozyten und Bindegewebsfasern,
Diese Infiltration nimmt von einem Ende des Prédparates zum anderen
zu. Im granulopoetisch ausgerichteten Parenchym fdllt neben dem
Vorhandensein von Retikulumzellen und Fibroblasten die Rechtsver-
schiebung und hdufige Doppelkernigkeit der Zellen sowie die nie-
drige Mitoserate auf. Eosinophile sind in geringer Zahl vorhanden,
Beurteilung:

Diffuse Fibrose,

EF 0109/109 (gestorben)
Eine systematisierte, faserreiche aber zellarme, meist reife Fibro-
zyten aufweisende Fibrose umschliesst letzte Restehdmopoetischer
Zellen, einige Fettzellen und wenige, meist leere und weite Sinus,
Beurteilung:

Deutliche allgemeine Fibrose.

16. Tag EF 0109/515 (gestorben)
In dem Prdparat, dessen Sinusoide midssig weit und blutgefiillt sind,

werden die hdmopoetischen Zellen mehr oder weniger stark auseinan-
dergedréngt von Zellen mit teils blasigem ovaldrem Kern, teils
schlankem, spindeligem dichten Kern. Viele der Zellen mit weniger
dichtem ovaldrem Kern weisen die typischen dreieckfdrmigen Zell-
plasmafortsdtze der Fibroblasten auf,

Beurteilung:

Friihe, aber bereits deutliche Fibrose mit beginnender Faserbildung.

EF 0109/163 (gestorben)
Das Bild dieses Prdparates wird gepridgt durch eine fortgeschrittens
faserreiche und zellarme Pibrose im iiberwiegend aplastischen Mark
mit leeren Sinusoiden und einem Zentralsinus, dessen Wand auf meh-
rere Schichten verdickt ist. Die nur geringgradig vorhandene gra-
nulopoetische Hamopoese besteht iiberwiegend aus jungen Vorstufen.
Daneben finden sich einige Plasmazellen,
Beurteilung:

Diffuse fortgeschrittene Fibrose,
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EF 0109/230 (gestorben)
Das Knochenmark dieses Tieres ist weitgehend verfettet, die Si-
nusoide sind blutleer. Regenerationsherde finden sich nur an we-
nigen Stellen der Umgebung von Kapillaren. Das ganze Prédparat
ist durchzogen von Fasern und durchsetzt mit Fibroblasten und
jungen Fibrozyten,
Beurteilung:

Deutliche, bereits faserbildende Fibrose.

18, Tag EF 0109/108 (gestorben)

Einige Metamyelozyten und Normoblasten sowie Erythrozyten findet
man noch in der generalisierten Fibrose dieses Markes, in dem man
neben reiferen auch jiingere Fibrozyten und Fibroblasten findet.
Die Kapillaren sind nicht kollabiert, aber fast blutleer.
Beurteilung:

Generalisierte Fibrose,

EF 0109/141 (gestorben)
Die offenbar rege Regeneration ist an vielen Stellen von Odem
oder von Fibroblasten und fibrozytenartigen Zellen durchsetzt,
auseinandergedridngt oder gar ersetzt.
Beurteilungs

Deutliche Fibrosevorstufe.

19, Tag EF 0109/115 (getdtet)

Vor allem die groBe Zahl von Retikulumzellen f&dllt in diesem Pr&d-
parat ins Auge. Fibroblasten und Fibrozyten sind nicht so deutlich
vermehrt, aber vorhanden, Diese Zellen verursachen eine Dissoziation
der Hadmopoesezellen,

Beurteilung:

Junge, nur stellenweise deutlich beginnende Fibrose mit positiver

Silber-Impriagnation.

21, _Tag EF 0109/195 (gestorben)
Die Sinusoide in diesem Prédparat sind teilweise weit und blutge~

fillt und teilweise gzerstdrt. Die Kapillaren sind erweitert. Die

erythropoetisch ausgerichtete Regeneration tritt nur diffus auf,
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gestdrt durch hdmorrhagische Felder und Sdematdse Infiltrate. Vor
allem in den Odematdsen Bezirken sind Fibroblasten und Retikulum-
zellen iiber das MaB, das man aufgrund der ZellentbldBung erwarten
wiirde, hinaus vermehrt.

Beurteilung:

Fraglich beginnende Fibrose,

EF 0109/54 (gestorben)
Neben Anteilen mit zusammenhidngender Hamopoese, und zwar vornehm-
lich Granulopoese mit Anzeichen von Degeneration in den Zellker-
nen, findet man durch Hdmorrhagien zerstorte Gebiete. An einigen
Stellen sieht man einige fibroblasten- und fibrozytendhnliche
Zellen, die aber wahrscheinlich einer tangential angeschnittenen
GefdBwand angehoren. Die Silberfdrbung ist negativ.
Beurteilung:

Wohl keine Fibrose.

4.2.1.5, Zusammenfassende Beurteilung:

Abgesehen vom Intensitédtsgrad der ausgebildeten Fibrose wird das
Bild praktisch eines jeden Priparates durch Odem, das sich gut
anfdrbt, gekennzeichnets In ihm finden sich neben zugrundegehen-
den Hémopoeseherden in wechselnder Zusammensetzung Retikulumzel-
len, Fibroblasten und Fibrozyten. Der Beginn der Regeneration
fdllt zeitlich mit dem in nichtfibrotischen Tieren zusammen, nur
dass die sich bildenden Herde zugrundegehen. Die Granulopoese

scheint gegeniiber der Erythropoese bis zum 15. Tag zu iberwiegen.

4.2.1.6, Myelofibrotisches Knochenmark (Kasuistik) jenseits

des 20, Tages nach Bestrahlung

22, Tag EF 0109/337 (gestorben)

Neben regional verstdrkter Fetteinlagerung ist es vor allen Dingen
die Infiltration iliberwiegend reifer Fibrozyten, die die Regenera-
tionsherde des Marks auseinander- und zuriickgedrdngt hat. Zur
Faserbildung ist es in diesem Prdparat noch nicht gekommen, viel-

mehr hat es den Anschein, als seien die Zellen in faserig ausge-
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fallenes Odem eingebettet.
Beurteilung:
Deutliche Fibrose im Anfangsstadium,.

24. Tag EF 0109/140 (gestorben)

Eine ausgeprédgte, zellarme aber fassereiche Fibrose bestimmt das
Bild. Nur einzelne kleine Hamopoeseherde existieren noch. Die
Kapillaren sind erhalten und zum Teil blutgefiillt. Die Sinus sind
nur in Einzelfdllen, und dann meist erweitert aber blutleer, zu
sehen. |

Beurteilung:

Ausgeprdgte Fibrose,

25. Tag EF 0109/545 (getdtet)

In einem im iibrigen unauffdlligen Knochenmarkschnitt findet sich
im Randgebiet ein liénglich-~schmaler umschriebener Fibroseherd mit
Fibrozyten mittlerer Reife, deren Kerne bereits schlank gezogen,
aber durchscheinend hell sind. Die Umgebung dieses Herdes ist et-
was aufgelockert, aber nur an wenigen Stellen deutlich von fibrow~
zytendhnlichen Zellen infiltriert. Lage und Verlauf des Herdes
lassen es unwahrscheinlich erscheinen, daB er dem nicht angeschnit-
tenen Zentralsinus angehdren konnte.

Beurteilung:

Umschriebener Fibroseherd mit vermehrten Retikulinfasern.,

29, Tag EF 0109/520 (gestorben)

Bei kleiner Vergrodsserung fdllt in diesem Préparat neben weitem
Zentralsinus, weiten Sinusoiden und geringgradiger Hadmorrhagie

die Unruhe im Aufbau des Knochenmarkparenchyms auf. Bei stédrkerer
Vergridsserung erkennt man blass angefdrbte teils homogene, teils
faserig erscheinende Massen, die die Hémopoesezellen aus ihrem Ver-
band 16sen, und die Ursache fiir das unruhige Strukturbild darstel~-
len. In diese Massen sind verstreut und nicht sehr zahlreich Zel=-
len eingelagert, deren Kerne meist rundblasig durchscheinen und
mit einigen wenigen Granula versehen sind, in anderen Féllen
wieder langlich und dichter erscheinen,

Beurteilung:

Voratufe einer Fibrose,
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EF 0109/523 (gestorben)
Das Parenchym dieses Knochenmarkprédparates wird bereits deutlich
durch faserig strukturierte Massen, teils diffus auseinanderge-
dréangt, teils bereits vollstdndig ersetzt. Die in diese Massen
eingelagerten Zellen sind in der Mehrzahl ldnglich, enthalten
dichte Kerne und sehen morphologisch wie junge Fibrozyten aus.
Beurteilung:

Deutliche Fibrose im Anfangsstadium.

34, Tag EF 0109/117 (gestorben)

Es handelt sich um ein Prdparat, in dem die rege Hdmopoese norma-
ler Zusammensetzung von homogen hell anfdrbbarem, aber auch fa-
serigem Material auseinandergedriéngt wird. Dort, wo die Hdémopoese
besonders stark gestd6rt ist, sind zahlreiche weite Sinus, die mit
Blut gefiillt sind, zu sehen. Auffidllig ist die Zahl der Eosinophi-
len. An einigen Stellen sind deutlich Fibroblasten und junge Fibro-
zyten zu sehen,

Beurteilung:

Junge Vorstufe einer Fibrose,

EF 0109/178 (gestorben)
Das Parenchym zeigt bei Ubersichtsvergrésserung lediglich eine
geringgradige Dissoziation durch ddematdse Infiltrate. Dariiber
hinaus erscheinen die Kapillaren etwas verdickt. Bei stidrkerer Ver-
grosserung finden sich verstreut, vor allem aber in den Odematdsen
Inseln, Zellen mit rundem ovalem oder sogar liénglich schlankem
Kern, dessen Struktur in der Mehrzahl durchscheinend locker und
feingtrukturiert ist. Das Auftreten dieser Zellen ldsst an eine
Fibrose im friihen Stadium denken. Die Zahl der eosinophilen Gra-
nulozyten ist gegeniiber der Norm vermindert.
Beurteilung:

Fragliches, sehr friihes Fibrosestadium.

EF 0109/225 (gestorben)
Eingebettet in faserig ausgefallenem Odem finden sich Fibroblasten

und Fibrozyten verschiedenen Alters leicht diffus und nur selten



92

in zusammenhédngenden Verbédnden. Unter den diffus verstireuten
Parenchymzellen stechen Plasmazellen und Eosinophile hervor, die
einen hohen Anteil an der Gesamtzahl kernhaltiger Zellen haben.
Beurteilung:

Zellreiche, Jjunge Fibrose.

35, Tag EF 0109/344 (gestorben)

Die Regeneration in diesem Prédparat ist durch eine fortgeschritte-
ne faser- und zellreiche Fibrose weitgehend unterdriickt. Das Pri-
parat weist bereits wverkndchernde Bezirke auf, deren {Ubergang in
die fibrdsen Strukturen durch eosinophil angeférbte Granula
(Calzium) gebildet wird. In diesen Granula sind zuweilen noch
fibroblasten- und fibrozytendhnliche Zellen erkennbar (Osteocyten),
die an einer oder mehreren Seiten bereits von Knochenmassen ummau-
ert werden.

Beurteilung:

Fortgeschrittene, bereits sklerosierende Fibrose.,

36, Tag EF 0095/2 (gestorben)

Eine deutliche, feinfaserige Fibrose durchzieht diffus das gesamte
Mark. Die hédmopoetischen Stellen sind verblasst oder untergegangen.,
Vereinzelt sieht man angehduft Eosinophile.

Beurteilung:

Deutliche Fibrose.

37. Tag EF 0095/1 (gestorben)

Eine fortgeschrittene, fast zellfreie aber faserreiche, in Wirbeln
und Ziigen verlaufende Fibrose, deren kompaktes Faserbild an

Oste o0id erinnert, prédgt das Bild. In einem Areal gibt es noch

von Odem auseinandergedridngte Hémopoese, deren Zellkerne weitge=-
hend pyknotisch erscheinen.

Beurteilung:

Sklerosierende Fibrose.

40, Tag EF 0109/138 (gestorben)

In diesem Prdparat finden sich ein weiter Zentralsinus und durch

Fibrozyten und Fasern infiltrierte Hdmopoesefelder.
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Beurteilungs

Deutliche Fibrose in geringer Ausdehnung.

41. Tag EF 0095/3 (getdtet)

In einem stark eosinophilen Mark findet sich ein umschriebener,
eiférmiger, gut abgegrenzter Fibrosebezirk mit jungen Fibrozyten
und leichter hdmorrhagischer Infiltration,

Beurteilung:

Herdfibrose.

57. Tag EF 0109/465 (gestorben)

Die Sinusoide dieses Prédparates sind geringgradig erweitert; dif-
fus verteilt tritt blass anfarbbares Odem auf, auch einige ins
Parenchym ausgetretene Erythrozyten finden sich hie und da. Ein
grosserer, in der Peripherie des Markes gelegener, runder Herd zieht
das Augenmerk auf sich, dessen Zentrum aus hellrose gefidrbten Mas-
sen besteht, die kaum Zellen enthalten und die umgeben sind von
einer zellreichen zumeist aus Fibroblasten und Fibrozyten beste-
henden Zone. Ausser diesem Herd existiert ein weiterer kleiner in
der Nédhe einer Kapillare, der, unscharf begrenzt, aus in faserigen
Massen eingelagerten ovalen bis dreizipfeligen Zellen besteht, de-
ren Kerne verschiedene Gridsse und Dichte aufweisen.

Beurteilung:

Herdformige Fibrose?

13. _Tag EF 0109/94 (getdtet)

Von der enorm verdickten Wand des Zentralsinus strahlen, hdufig
mit dem Verlauf der kleineren Sinus recti, aber auch diffus Ziige
von Fibrocyten verschiedenen Alters in das rege regenerierende,
nur médssig verfettete Mark aus, in dem lediglich die weiten, starr
wirkenden und nur wenig blutgefiillten Sinusoide auffallen.
Eosinophile sind nur an einigen Stellen vermehrt vorzufinden.
Beurteilungs

Deutliche PFPibrose mit Beziehung zum Zentralsinus,

80, Tag EF 0109/356 (gestorben)
Die offensichtlich zundchst vollstindig gewesene Regeneration



94

wird von einem Ende des Prdparates zum anderen.zunehmend durch
fibrotische Strukturen auseinandergedrdangt. Wahrend an einem Ende
des Priparates noch die wie Odem wirkenden Massen, Fibroblasten
und unreife Fibrocyten iilberwiegen, prédgen reife Zellen, die be-
reits Fasern bilden, das andere Ende des Prédparates. Etwa in der
Mitte des Knochenmarkes befindet sich ein Bezirk, in dem es zu
Osteoidbildung und Verkndcherung gekommen ist. Das Osteoid weist
Sdume aus Osteoblasten auf,

Beurteilung:

Fibrose in fortgeschrittenem Stadium mif beginnender Sklerosierung.

Etwa 80. Tag EF 0109/287 (gestorben)

Ein Prédparat, dessen Parenchym durch ausgeprdgte Trabekelbildung

und durch ausgepridgte faserreiche Fibrosierung ersetzt ist. Nur

in einem umschriebenen Bereich findet sich noch ein Regenerations-

herd, der aber auch schon durch ddematés wirkende Massen einerseits
und durch Infiltration von Bindegewebszellen mit beginnender Faser-
bildung andererseits in Dissoziation iibergeht.

Beurteilung:

Sehr weit fortgeschrittene Osteomyelosklerose,

EF 0109/289 (gestorben)
Das Priaparat erscheint abgesehen von weiten Sinusoiden, verdickten
Kapillarwdnden und einer etwas verdickten Zentralsinuswand iiber
weite Strecken normal, An einem Ende jedoch tritt eine Gdembeding-
te Dissoziierung des Parenchyms auf, die in ein Gebiet Jjunger fa-
serbildender Fibrose iibergeht.
Beurteilung:

Bereits faserbildende Myelofibrose.

100, Tag EF 0109/44 (getdtet)
Ubiquitdr iiber das mitosenreiche, regenerierende Mark verteilt

fihren Fibroblasten mit bereits geringgradiger Faserbildung zu
mehr oder weniger ausgeprédgter Zelldissoziation. Die Eosinophilen-
zahl ist gegeniiber nicht fibrotischen Tieren eher erniedrigt,
Beurteilungs

Beginnende Fibrose.
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EF 0109/100 (getdtet)
Mit dem Zentralsinus in Verbindung stehende trabekelartig ange-
legte fortgeschrittene Fibrose zeichnet dieses Prédparat aus. Sie
ist teils faserig, teils osteoid, zum Teil auch schon fast sklero-
tisch ausgebaut. Den Trabekeln angelagert sind fibroblasten- oder
fibrozytendhnliche Zellen. In den spongiosaiéhnlichen Balken werden
Zellen mit rundovalem bis schlankem, hellem, fein strukturiertem
Kern (Osteozyten) eingeschlossen. Die inselfdrmig eingeschniirte
Hédmopoese weist massenhaft Eosinophile auf.
Beurteilung:

Sklerosiererde Fibrose.

EF 0109/449 (getdtet)
In dem ansonsten unauffédlligen Knochenmarkschnitt findet sich ein
kleiner umschriebener Herd von fibrozytendhnlichen Zellen in einer
homogenen, héchstens feinfaserig zu nennenden Grundmasse.
Beurteilungs:

Fragliche beginnende, herdfdérmige Fibrose.

110, Tag EF 0109/266 (gestorben)

Das Pridparat zeigt eine generalisierte Fibrose, die in ihrer Aus-
prédgung von einem Ende zum anderen zunimmt und stellenweise in
Sklerosierung iibergegangen ist. Die Regenerationsherde sind aus-
einandergedridngt bzw. vollstdndig verschwunden. Sinusoide und Ka-
pillaren sind erweitert.

Beurteilung:

Faser- und zellreiche Fibrose mit geringer Sklerosierung.

169, Tag EF 0109/267 (getdtet)

Es handelt sich um ein Prdparat, in dem neben aktiver Regeneration
alle Stufen einer Fibrose von bloBer Fibrozyten- und Fibroblasten-
einlagerung iiber deutliche Faserbildung, Osteoidbildung und
Sklerosierung vorhanden sind. Es ist auffallend, da8 der Sklerosie-
rungsprozess seinen Ausgang in der Peripherie, in vivo also von

der Knochenmanschnette, nimmt,.

Beurteilungs

Sklerosierende Pibrosee.
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Todestag
Gruppe und Tier-Nr, nachBe- gizgose-
strahlung
I. Herdformig  (545) 25 Herd ++
3 41 Herd +
465 57 Herd +
II. Vom Zentrale- 624 8 ZS  ++
sinus ause 359 8 Z2s  ++
gehend 127 9 /] ++
E165) 16 (2S) +++
545) 25 (28) ++
94 73 Zs ++
III., Disseminiert 523 29 +E+)
44 100 +(+)
IV, Diffus mit 72 4 +
Hamopoese 567 4 +++
125 7 +
110 10 +
315 10 ++(+)
297 10 +++((+))
615 11 +
137 12 +
273 15 ++(+)
515 16 ++
163 16 +++
108 18 +++
141
115
140
337
520
117
2
138
289
266
V. Diffus ohne 566
Hémopoese 109
230
225

344
1

356
287
100
267

VI. Sklerosierend(566)
(297)

Tabelle 5:; Einteilung der Osteomyelofibrosen ent-

sprechend ihres Verteilungsmodus im KM-

Parenchym.
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4.2.1.7« Zusammenfassende Beurteilung der Prédparate jenseits

des 20, Tages nach Bestrahlung

Auch in den Prédparaten, die von spdteren Zeitpunkten datieren,
findet sich neben den typisch fibrotischen Verdnderungen und Hémo-
poeseherden in fast allen Prdparaten Odem, das jetzt allerdings
hdufiger als zu fritheren Zeitpunkten bei der Anférbung blasser
wirkt und eine ausgefidllte unregelmissig feinfaserige Beschaffen-

heit aufweist.

4.2.1.8. Besprechung der bei den Myelofibrosetieren gefundenen

Ergebnisse
4.2.1.8.1. Verteilungsmodus der Fibrose im Knochenmark

Nach der Art ihrer Verteilung im Knochenmark und je nachdem, ob
die Fibrose mit Knochenmarkhdmopoese vergesellschaftet war oder
diese schon weggedridngt bzw. ersetzt hatte, wurden die Fibrosefdal-
le in sechs Gruppen eingeteilt (Tabelle 5):
1. Herdf6rmig:
Dazu gehdren: EF 0109/449; /465; (/545); EF 0095/3
2. Vom Zentralsinus ausgehend:
Dazu gehdren: EF 0109/127; /359; /6245 /945 (/545; /163)
Die in Klammern aufgefiihrten Nummern betreffen Tiere, die in
mehrere Gruppen eingeordnet werden kdnnten. So handelt es sich
z.B. bei Tier EF 0109/545 um einen Fibroseherd, der méglicher-
weise einen Tangentialschnitt durch die Sinuswand darstellt,
und bei Tier EF 0109/163 um eine diffuse, mit Hdmopoese verbun-
dene Fibrose, die auch den Zentralsinus in erheblichem MaBe be-
trifft.
3. Disseminiert:
Dazu gehoren: EF 0109/44; /523
4, Diffus mit Hamopoese:
Dies ist die stdrkste Gruppe und umfasst die Tiere: EF 0109/117;
/1103 /5205 /723 /125; /6155 /5235 /5155 /1375 /1415 /2735 /2973
/1385 /1155 /337; /1403 /108; /2895 /266; /567; /EF 0095/2
5 Diffus ohne Hédmopoeses
Dazu gehdrens EF 0109/566; /255; /1093 /230
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Histo-Nr Todestag ne | Knochenmark- Hémopoese in
* | Bestrahlung fibrose Milz |Lymphknoten] Leber
56 4 ?? + - - fehlt
72 4 + - - fehlt
566 4 +++(+) - - -
567 4 +++ - - -
568 4 277+ - - -
125 7 + - - fehlt
322 7 ? +(+) - fehlt -
624 8 ZS ++ - - -
359 8 7S ++ - fehlt -
127 9 ZS + + - fehlt
110 10 ? o+ ++ - fehlt
315 10 ++(+) - - -
297 10 +++((+)) E+) - -
615 11 + +) (+) +
137 12 + + - fehlt
273 15 +++(+) +(+) - -
109 15 +++ +++ ((+)) fehlt
515 16 ++ + fehlt -

i 163 16 +4+ ++ - (+)
230 16 ++(+) fehlt + fehlt
108 18 +++ +(+) - fehlt
141 18 + ++(+) fehlt fehlt
115 19 + + - fehlt
195 21 7+ ++ + fehlt

54 21 P27+ fehlt - -

| 140 22 e+ +(+) ++(+) fehlt
337. 22 + ++ ++ +
545 25 Herd ++ +(+) - (+)
520 29 + +(+) - -

523 29 +(+) ++ + -
117 34 + ++ - -
178 34 ??7 + (+) +(+) -
225 34 ++ fehlt ++ fehlt
344 35 +++(+) ++(+) (+) fehlt
-2 36 ++(+) +++ + fehlt
-1 37 ++++ +(+) + fehlt
138 40 ++(+) +++ + fehlt
-3 41 Herd + fehlt (+) fehlt
465 57 Herd + fehlt fehlt fehlt
94 73 ZS ++ - - -
356 80 +++(+) ++++ - ++
287 80 ++++ - - -
289 80 ++(+) fehlt - -
449 100 + - - -
44 100 +(+) 4+t - -
100 100 Ft++ +++(+) - -
266 110 +++(+) fehlt - -
267 169 ++++ (+) - -

Tabelle 6: Vergleich der extramedulldren Himopoese

mit dem Grad der Osteomyelofibrose im

Knochenmark
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6. Sklerosierende Fibrosen:
Hierher gehérens EF 0109/267; /287; /100; /356; /344;
EF 0095/1; (EF 0109/566; /297)

Nur solche Tiere, die eine beginnende Fibrose oder deutlichere
Fibrosestadien aufwiesen, wurden in der Einteilung erfasst. Die
ibrigen Tiere, die ein fragliches Friihstadium einer Fibrose auf-
weisen, sind folgendes

EF 0109/54; /565 /1785 /1955 /322; /568,

In Tabelle 5 sind die Tiere in den einzelnen Gruppen jeweils mit dem
Reifegrad ihrer Fibroseausbildung aufgefiihrt. Es ergeben sich keine
eindeutigen zeitlichen Beziehungen zwischen der Fibroseform und dem

Zeitpunkt des Auftretens.

4.2.1.8.2, Fibrosegrad und extramedullédre Blutbildung

Tabelle 6 setzt den Grad der extramedullédren Blutbildung mit dem
Grad der Fibroseentwicklung im Knochenmark in Beziehung. Auch in
diesem Fall kann nicht von einer gesetzmédssigen Abhéngigkeit der

extramedulldren Hdémopoese vom Grad der Fibrose gesprochen werden,

Eine Gegeniiberstellung des Entwicklungsgrades der Fibrose entspre-
chend der im Abschnitt "Material und Methoden" gegebenen Eintei-

lung mit dem Jjeweiligen Grad der Ausbreitung im Knochenmark ergibt
eine grobe Parallelitdt zwischen Reife und Ausdehnung der Fibrose,

wie Abb. 16 zeigt.

Infolge dieser Abhdngigkeit werden wir im weiteren nur noch vom
(Intensitdts-) bzw. Reifegrad der Fibrose sprechen und ihren Aus-

breitungsgrad im Knochenmark bei den Untersuchungen unberiicksichtigt

lassen,

4.2.1.8.3, Fibrose in Abhdngigkeit vom Zeitpunkt nach Bestrahlung

Abb. 17 zeigt die Verteilung der Osteomyelofibrosen auf die ein-

zelnen Zeitpunkte nach Bestrahlung, eingeteilt in Zeitspannen von
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Histo-No, Bestrahlung Knochenmark |Milz Lymphknoten | Leber
56 4 ?? + - - fehlt
72 4 + - - fehlt

566 4 +++(+) ++++ - -
567 4 +++ ++++ - - -
568 4 7?7+ - - -
125 7 + - - fehlt
322 7 ?  +(+) - fehlt -
624 8 2S ++ - - -
359 8 ZS8 ++ - fehlt -
127 9 ZS + - - fehlt
110 10 ? 0+ - - fehlt
315 10 ++§+) +++ - - -
297 10 +++((+)) |- - -
615 11 + - - -
137 12 + - - fehlt
273 15 ++(+) ++ - -
109 15 +++ ++ - fehlt
515 16 ++ - fehlt -
163 16 +++ - - -
230 16 ++(+) fehlt - fehlt
108 18 +++ - - fehlt
141 18 + - fehlt fehlt
115 19 + - - fehlt
195 21 ?? + - - fehlt
54 21 7?7+ fehlt - -
140 22 +++ - - fehlt
337 22 + - - -
545 25 Herd ++ - - -
520 29 + - - -
523 29 +(+) - - -
117 34 + - - -
178 34 ?? + - - -
225 34 ++ fehlt - fehlt
344 35 () |+ - fehlt
2 36 ++(+) - - fehlt
1 37 o+ - - fehlt
138 40 ++(+) - - fehlt
3 41 Herd + fehlt - fehlt
465 57 Herd + fehlt fehlt | fehlt
94 13 S ++ ++ - -
356 80 +++(+) - - -
287 80 ++++ - - -
289 80 ++(+) fehlt - -
449 100 + +++ - -
44 100 +(+) - - -
100 100 ++++ +(+) - -
266 110 +++(+) fehlt - -
- 267 169 ++++ ++++ - -

mit Osteomyelofibrose,

Tabelle 7: Fibrosierung einzelner Organe in Ratten
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je 10 Tagen. Es zeichnen sich zwei Gruppen ab. Eine Gruppe in-
nerhalb der ersten 40 Tage nach Bestrahlung, die 37 Tiere oder
75 % des gesamten Materials umfasst. Eine zweite Gruppe findet
sich auf die Intervalle jenseits des 70. Tages nach Bestrahlung

verteilt, die 9 Tiere oder 18,7 % ausmacht,.

4e2¢1.8,4+ Fibrose in einzelnen Organen

Tab. 7 stellt die Fibrosebildung einzelner Organe gegeniiber. Die
Befunde in den anderen Organen sind im Einzelnen in den jeweiligen
noch folgenden Abschnitten aufgefiihrt. Es ldsst sich eine Gesetz~
midssigkeit hdochstens insofern feststellen, als Milzfibrosen fast
nur bei deutlich bis stark ausgeprédgten Knochenmarkfibrosen vor-
kommen, wiahrend leichte Markfibrosen im Anfangsstadium nur in ei-
nem Fall eine fibrosierte Milz aufwiesen. Es muss aber bemerkt
werden, dass fibrotische Milzen auch in myelofibrosefreien Tieren

auftreten,

4.2.1.49. Quantitative Befunde im Knochenmark getdteter, gestor-

bener und myelofibrotischer Ratten

4.2.1.9.1, Regeneration

Wenn man die Regenerationsverhdltnisse im Knochenmark getéteter,
spontan gestorbener und fibrotischer Ratten miteinander vergleicht
und als einen MaBstab die Zahl der Megakaryozyten/cm2 Schnittflédche
heranzieht, so ergibt sich folgendes Bild: (Abb. 18~20):

Bei allen drei Gruppen sind am 4./5. Tag zundchst noch einige
Megakaryozyten im Mark anzutreffen. Ihre Zahl sinkt bei den ge=
storbenen Tiseren bis zum 9.-12. Tag auf ein Minimum ab, bei den
zwei anderen Kollektiven ist sie bereits éwischen dem 6./8. Tag
gleich null. Der Wiederanstieg der Zellen verlduft unterschiedlich.
Die Megakaryozytenzahl bei den gestorbenen Tieren (Abb. 19) steigt
allmghlich bis zum 26,-30., Tag auf im Mittel subnormale Werte, um
sich nach kurzem Absinken auf ein noch hoheres Niveau zu steigern,
das die Norm iibersteigt. In der Spitphase bewegen sich die Zahlen

wieder niedrig, etwa bei der Hélfte des Normaldurchschnitts,.
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Jedoch erreicht ein Teil der Tiere auch Werte, die sich im Nor-
malbereich bewegen. Die getdteten Tiere zeigen einen spontanen
Wiederanstieg zwischen dem 9,-12. Tag nach Bestrahlung auf etwa
normale Werte (Abb. 18), die im weiteren Verlauf im subnormalen
bis normalen Bereich pendeln. Lediglich in zwei Intervallen, die
jeweils nur von einem Tier reprédsentiert werden, sinken sie noch
einmal auf niedrigere Werte. Die Megakaryozytenzahlen im Knochen-
mark myelofibrotischer Ratten (Abb. 20) erholen sich nur sehr
langsam. Der hochste Wert, reprédsentiert von einem einzelnen Tier
mit Herdfibrose, findet sich zwischen dem 41. und 45. Tag und ent-
spricht etwa dem niedrigsten Normalwert. Von diesem Einzelwert
abgesehen, erreicht der hochste Mittelwert in der Spédtphase weniger
als die Hdlfte des Normaldurchschnittes. Dieser Befund zeigt eine
gegeniiber den beiden anderen Kollektiven verminderte Regeneration

fiir die gesamte Beobachtungsdauer,

4.2.1.9.2. Eosinophiles

Die Abb. 21, 22 und 23 befassen sich mit dem Verhalten der Eosino-
philenzahl im Knochenmark der Ratten,

Bis zum 4.-5. Tag nach Bestrahlung haben die Eosinophilen ihr Mini-
mum offenbar schon erreicht, denn alle Kollektive zeigen einen
Zellanstieg, dessen Beginn allgemein spitestens am 6.-8. Tag an-
zusetzen ist, sich dann aber bei den einzelnen Gruppen unterschied-

lich steil entwickelte.

Bei den gestorbenen Tieren steigen die Werte kontinuierlich bis
zum 40, Tag, wo sie normal sind. Nach geringem Zurlickgang stei-

gen sie noch einmal in den oberen Bereich der Norm.

Die getdteten Tiere zeigen, wie bei den Megakaryozyten, einen
steileren Anstieg als die anderen Kollektive, der bereits am 40.
Tag den hochsten Wert der gestorbener Tiere erreicht, dann aber
sich fortsetzt, um jenseits des 80. Tages auf Werte, die mehr als

das doppelte des Normalmittels betragen, zu steigen.
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Die FPibrosetiere (Abb. 23) haben einen zunichst langsamen Anstieg
der Eosinophilenzahlen, der aber am 35, Tag hdoher liegt als der

der gestorbenen Tiere und zwischen dem 41. und 45. Tag nach Bestrahe-
lung Werte erreicht, die nur wenig unter denen der getdeten Tiere
liegen. Auch zwischen dem 91, und 100. Tag werden wieder solche Wer-

te angetroffen.
Insgesamt entspricht der Anfangsverlauf der Eosinophilenzunahme
bei den Fibrosetieren dem der gestorbenen Tiere, wdhrend sich ihr

Spatverlauf mehr den Verhdltnissen bei den getoteten Tieren ndhert.

4.2.1.10, Knochenmarkhistologie bei Reproduktionsversuchen

Die Versuche C/12 - C/15 galten speziell dem Ziel, die Entwicklung
einer Osteomyelofibrose im Friihstadium zu erfassen. Sie wurden zu
einem Zeitpunkt angesetzt, wo eine Haufung von Myelofibrosefdllen
bei den Wistar-Ratten bereits erkennbar war. Um eine evtl. stam-
messpezifische Verdnderung auszuschliessen, wurden die Untersuchun-
gen an zwei verschiedenen Tierstémmen vorgenommen., C/12 misslang.
Fir die restlichen drei Experimente wurden insgesamt 100 Empféan-

gertiere verwendet. Insgesamt ergab sich folgendes Bild:

C/13s Von 32 Empfiangern (Sprague-Dawley) waren 3 Tiere (9,37 %)
myelofibrotisch. Der Grad der Fibrose schwankte zwischen
fraglicher Vorstufe bis zur sklerosierenden Fibrose.

C/143s Von 30 Empfingern (Sprague-Dawley) zeigte ein Tier (= 3 %)
eine herdformige, wahrscheinlich der Zentralsinuswand zu-
gehdrige, Fibrose.

C/15s Auch in diesem Experiment fand sich unter 30 Wistar-Ratten

1 Fibrose, und zwar in Form einer Zentralsinuswandfibrose.

Die angefiihrten Fdlle wurden in die Kasuistik der myelofibroti-

schen Tiere einbezogen.

Der Prozentsatz der Ratten mit osteomyelofibrotischen Verdnderun-
gen im Rahmen der Reproduktionsversuche belduft sich somit insge-
samt auf 5 %.



. Fibrose . i Megakaryo-
Intervall} Kollektiv (Anteil am Kollektiv) Kapselverdickung | Kapselfaltung | Myelopoese| Erythropoese poese
getotet KEINE KEINE
Friih gestorben r P
fibrotisch KEINE
getotet KEINE
Mittel gestorben
fibrotisch
getdtet KEINE
Spat gestorben
fibrotisch

Tabelle 8: Schematischer Vergleich der wichtigsten Milzbefunde fiir die

verschiederen Tierkollektive und Zeitintervalle.
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Diese Untersuchungen ergeben, dass myelofibrotische Verdanderungen
unter den gegebenen Versuchsbedingungen nicht stammesspezifisch
sind, wie auch der Fibrosefall von Balner (5) in einem wieder an-

deren Rattenstamm zeigt.

Der niedrige Prozentsatz von 5 % erlaubt es nicht, von einem repro-
duzierbaren Modell zur Erzeugung einer Myelofibrose zu sprechen.

Es ist jedoch nicht auszuschliessen, dass bei Verwendung einer
grosseren Tierzahl der Anteil myelofibrotischer Tiere hoher aus-

fallen konntee

4.2.2. Histologie der Milz

Die Milz ist ein Organ, das beili der menschlichen Myelofibrose
und Myelosklerose praktisch immer Verdnderungen aufweist und
das durch seine Grossenzunahme und die Ausbildung extramedulléd-
rer Blutbildungsherde wesentlich zur Prdgung des klinischen Bil-

des beitrdgt.

Es soll hier untersucht werden, inwieweit die Milz in unseren Ver-
suchen verdndert ist und welche Unterschiede sich fiir die einzel-
nen Kollektive ergeben. Die wichtigsten Befunde sind in Tabelle 8

und Abb. 25 und 26 zusammengefasst.

4.2.2.1, Getoteter Ratten

1. Friithintervall (1.-14. Tag)
Bei keinem der fﬁ@f»uﬁtersuchten Tiere findet sich Nekrosebil-
~ dung; Himorrhagien fehlen ebenfalls; in einem Fall (/212) wur-
de leichte ddematdse Infiltration beobachtet. Die Pigmenteinlage-
| rung entgpricht der Norm..Die Kapseln sind in'4:§er 5 Fdlle mis-
- 8ig verdickt, in nur 2 F§llen auch gefaltet. Der Kapselverdickung
eﬁtsPricht jeweils ein deutlicheres Hervortreten der Trabekel,
 Keimzentren und Gefdsse sind hinsichtlich ihrer Bindegewebsstruk-
turpraktisch nicht verédndert. Insgesami ist keiqe Veranderung im

Sinne einer Fibrose festzustellen gewesen.
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Das einzige Tier (/212), das hiémopoetische Zellen aufweist, wur-
de am 6. Tag getétet und zeigt geringe Granulopoese und deutli-
che Erythropoese. Megakaryozyten fehlten. Es sei hier darauf hin-
gewiesen, dass in diesem Kollektiv kein Tier jenseits des 6. Ta-
ges getotet wurde, so dass deutlichere Hdmopoese zwischen dem

7. und 14. Tag nicht ausgeschlossen werden kann. Der Lymphozy-
tengehalt im Friihintervall ist gering, Jjedoch finden sich in
jedem Fall Lymphozyten, sei es in den Keimzentren oder disse-
miniert. Im Vergleich zur Norm ist die Zahl der Keimzentren pro
cm2 Milzschnittfldche auf etwa die Halfte (320 statt 730), die
durchschnittliche Zahl der Lymphozyten pro mm2 Keimzentrum auf
ein Zehntel (von 3510 auf 340) gesunken. Eosinophile und Plas-
mazellen finden sich praktisch nicht. Insgesamt bleibt das Grund-
geriist der Milzstruktur trotz der hochgradigen Zellentleerung

erkennbar.

mittleres Intervall (15.-40. Tag)

Der Zellgehalt der Milzen in diesem Zeitraum ist weitgehend wie-
derhergestellt. Die Keimzentren treten deutlich hervor. Ihre
Zahl pro Fldcheneinheit ist auf 550 im Mittel gestiegen, zwei

Tiere haben mit 600, respektive 1000 Keimzentren pro cm2 sogar

Normwerte erreicht. Der Lymphozytengehalt pro mm2 hat sich auf

2045 im Mittel erhoht; das entspricht subnormalen Werten.

Nekrosen, Odem, Blutstauung traten nicht auf. Die Pigmenteinla-

gerung bewegt sich im unteren Bereich der Norm.

In zwei Fdllen der 6 untersuchten Tiere trat eine méssige bis
starke Kapselverdickung ohne gleichzeitige Faltung auf. In awei
anderen Tieren sind die Trabekel verdickt. Keimzentren und Ge-
fdBe sind im Hinblick auf ihr Stiitzgewebe normal. Die Granulo=-
poese tritt in allen Tieren mdssig bis stark auf. Megakaryopoese
fehlt nur in einem Tier. In drei der 6 Tiere findet sich auch
Erythropoese. Plasmazellen fehlen; Eosinophile werden mit Aus-

nahme eines Tieres vereinzelt bis deutlich beobachtet.

Spatintervall ( ab 41. Tag)

Die Milzstruktur dieser Tiere erscheint durchweg normal. Aller-
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dings ist die Besiedelung mit Lymphozyten in nur einem Fall im
Bereich der Normalwerte gelegen. Die iibrigen Tiere entsprechen
mit durchschnittlich 2000 Lymphozyten pro mm2 KZ-Fldche den Ver-
hédltnissen im mittleren Intervall. Die KZ-Zahl pro Flachenein-
heit liegt mit 512 knapp unter der des vorausgehenden Zeitinter-
valls., Die Hdlfte der 8 untersuchten Tiere weist allerdings eine

Keimzentrenzahl im unteren Normbereich auf.

Nekrosen, Odembildung oder gesteigerte Pigmenteinlagerung fehlen;
in einem Fall wurde eine Blutstauung gefunden. Die Milzkapsel
von 4 der 8 Tiere war gering bis deutlich verdickt, in zwei
Fdllen lag eine zusdtzliche Kapselfaltung vor., Drei der vier
Tiere wiesen ausserdem eine Zunahme des Trabekel- und Keimzen-
trenbindegewebes auf. Das GefdBbindegewebe war in zwei Fédllen
geringgradig vermehrt. Eine allgemeine Fibrosierung konnte in
keinem Fall beobachtet werden. Die Granulopoese ist gegeniiber dem
vorausgegangenen Intervall weniger ausgeprdgt. Bei einem Tier
fehlt sie v6llig, bei zwel weiteren iliberschreitet sie nicht das
auch bei Normaltieren auftretende MaB. Bei den restlichen §
Tieren ist sie hochstens mdssig entwickelt. - Megakaryozyten fin-
den sich in jedem Tier, aber auch weniger deutlich als im mittle-
ren Intervall. Lediglich die Erythropoese erscheint regelmédssig
und gegeniiber dem vorausgehenden Intervall vermehrt. Plasmazel-

len fehlen; Eosinophile treten gering bis méssig auf.

4e2,2,2. Milz gestorbener Ratten

Friihintervall (1.-14. Tag)
Nur 2 der 21 Tiere dieses Kollektives zeigen hinsichtlich des
Zellgehaltes noch eine erkennbare Milzstruktur mit Keimzentren
und normalen Pulpaverhdltnissen. Bei allen anderen steht die hoch-
gradige Zellentblossung im Vordergrund. Die durchschnittliche
KZ-Zahl pro Flécheneinheit betrdgt mit 333 etwa die Hdlfte der
Norm; die Lymphozytenkonzentration in den KZ ist wie bei den ge-
toteten Tieren auf 1/10 der Norm abgesurnken und betrdgt im
Durchschnitt 390,
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Die Reaktion der Milzkapsel auf Bestrahlung in Form einer Ver-
dickung ist in den meisten Fédllen deutlich bis ausgepridgt und
meist mit eiher Kapselfal tung verbunden, Lediglich 2 Tiere er-
scheinen normal. In zwei Dritteln der Tiere findet sich eine

zum Teil deutliche Vermehrung des trabekulédren und Keimzentren-
bindegewebes. Auch die Gefdsswidnde sind in diesem Verhédltnis ver-
dickt., 8 Tiere weisen eine so deutliche Bindegewebszunahme auf,
dass man sie im Sinne einer Fibrosierung verstehen kann, jedoch
wohl nicht als aktiven Vorgang, denn es fehlen Fibroblasten und
Fibrocyten. Die 4 stidrksten Formen liegen jeweils vor dem 6. Tag
nach Bestrahlung und sind mit starker Kapselverdickung und -fal=-
tung kombinigrt. Die gleichen Verhdltnisse weisen drei Fibrosen
auf, die am 7., 10. und 13. Tag gefunden wurden. Eine weitere
Fibrose, die vom 14. Tag datiert, wies nur midssige Verdnderungen

an der Milzkapsel auf,.

Nekrosen fanden sich in umschriebener Form bei 3 Ratten; 2 da-
von waren auch im Sinne einer Blutstauung veridndert. Odem fehl=-
te regelmidssig. In 6 PFallen war die Pigmenteinlagerung iiber

die Norm erhdht; die Hilfte davon fand sich bei zugleich fibro-

tisch umgewandelten Milzen.,

Granulopoese trat bei 7 von 11 bis zum 10. Tag nach Bestrahlung
verstorbenen Tieren angedeutet auf, meist jedoch nur in Form
einzelner Vorstufen. Jenseits des 10. Tages wurde sie deutlicher,
erreichte bei 3 der 10 Tiere erheblichen Umfang und fehlte nur
in einem Tier. Megakaryozyten fanden sich in 3 Fdllen, aber in
nur einem deutlich. Einzelne reife rote Vorstufen traten bei zwei
Tieren, die am 4. Tag gestorben waren, auf. Der erste eigentli-
che Erythropoeseherd fand sich am 6. Tag nach Bestrahlung. Von
diesem Zeitpunkt an fehlt die Erythropoese bei nur 4 von 15 Tie-
ren. Vom 10, Tag an finden sich bei einigen Tieren vereinzelt
Plasmazellen. Eosinophile fehlen praktisch oder iibersteigen
nicht die Norm. Von diesem Zeitpunkt an fallen auch gehduft

Mitosen ins Auge.

Mittleres Intervall (15.-40. Tag)

Ein Drittel der 20 vorliegenden Tiere weist einen mehr oder
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minder deutlichen Lymphozytengehalt auf; der Rest ist immer noch
hochgradig von Zellen entbldsst, wie auch die Konzentration der
Lymphozyten in den Keimzentren mit einem Wert von 420 ausweist.
Die Zahl der Keimzentren pro Flédcheneinheit liegt mit 342 genau
wie im Frihintervall. Nur ein Tier erreicht mit 700 KZ/cm2 Nor-
malwert., Beli 3 Tieren tritt eine allgemeine Zellinfiltration auf,

die aber die Keimzentren ausspart.

Die Milzkapsel von 4 der 20 Tiere erscheint unauffdllig; der
Rest ist médssig bis stark verdickt; bei 8 Tieren tritt zugleich
eine Kapselfaltung als Zeichen einer Milzschrumpfung auf. Ver-
dickung der Trabekel lduft den Kapselverdnderungen etwa parallel.
Weniger gleichsinnig verhdlt sich das Bindegewebe der KZ, das
bei 8 Tieren zwischen dem 15. und 27. Tag vermehrt erscheint.

Das Geféssbindegewebe ist nur in Einzelfédllen betroffen. Ins-
gesamt 6 Tiere weisen Bindegewebsverdnderungen von einem Aus-
mass auf, das an Fibrose denken lésst. Vier dieser Tiere haben
gleichzeitig eine gefaltete Milzkapsel. Das Bindegewebe der fi-
brosierten Milzen unterscheidet sich von den dickeren retikulé-
ren, gerade und in grdosserem Abstand verlaufenden Fasern norma-
ler Tiere durch seine zumeist feinere und gewellte Struktur,
seinen Kollagengehalt und seine dichtere Schichtung. Nicht fi-
brosierte, jedoch bestrahlte Milzen nehmen in dieser Hinsicht
eine Mittelstellung ein. Blutstauung und Odem fehlen in jedem
Priparat. Die Pigmenteinlagerung ist in 5 Fédllen vermehrt; 3 die-
ser Fiélle gehdren zu MTieren mit fibrosierter Milz. Ein Tier

weist nekrobiotische Bezirke auf.

Granulopoese fehlt bei dreien der Tiere, bei 7 ist sie angedeu-
tet, bei 10 deutlich oder stark ausgepriégt. Megakaryozyten wur-
den in 9 Milzen beobachtet, jedoch nur in 2 Fidllen gehduft.
Erythropoese weisen 13 Milzen auf. Plasmazellen traten in 6 Tie-
ren auf, keines davon hatte eine fibrosierte Milz. Eosinophile

sind in den meisten Fidllen deutlich vorhanden.

Spiatintervall (ab 41. Tag)

Auch in diesem Intervall zeigen erst 7 von 15 Tieren einen
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mehr oder minder normalen Zellgehalt in der Milz, Dies Zahl der
KZ liegt mit 316 pro cm2 in der Grossenordnung der vorangegan-
genen Intervalle. Die Repopulation der KZ ist fortgeschritten.

Ihr Lymphozytengehalt ist auf 700 Lymphozyten /mm2 angestiegena

Die Kapselverdickung ist im Ganzen nicht mehr so ausgesprochen
wie im Friih- und Mittelintervall, jedoch mit Ausnahme von 3 Tie=
ren iiberall vorhanden., 7 Tiere zeigen gleichzeitige Kapselfal=
tung, Jjedoch nie sonderlich stark ausgeprdgt. Die Trabekel sind
bindegewebig nicht mehr verandert; die Keimzentren nur in 2 Fdl-
len, der deutlichste davon zu einer allgemein bindegewebig indu-
rierten Milz gehorend. Die GefdBstruktur erscheint bei keinem
Tier deutlich verdndert. 5 Tiere haben eine mehr oder minder
ausgepridgte Bindegewebszunahme, bei der die Diagnose "Fibrose"
moglich wdre. Davon haben 3 eine gefaltete, alle 5 eine ver-
dickte Milzkapsel. Die Pigmenteinlagerung ist unaufféllig. Blut-
stauung und Odem fehlen., Kleine Nekrosefelder finden sich in

vier Tieren,

Die Granulopoese fehlt in 3 Tieren, bei 6 Tieren war sie ange-
deutet bis deutlich vorhanden; in den restlichen 6 stark oder
sehr stark entwickelt. Megakaryozyten wurden in 7 Fdllen beob-
achtet, aber in nur einem stark verbreitet. 12 der 15 Tiere wei-
sen erythropoetische Herde auf. Plasmazellen finden sich in ge-
ringer Zahl bei der Mehrzahl der Fédlle. Die Zahl der Eosinophi-
len gegeniiber den vorangegengenen Intervallen hat deutlich zu-

genommen; sie fehlen in nur 4 Milzen.

4e2.2.3, Milzen myelofibrotischer Ratten

Frithintervall (1.-14. Tag)

Keines der 15 vorliegenden Tiere hat einen nennenswerten Zell-
gehalt in der Milz aufzuweisen. Bei zweien der Tiere ist dieser
geringgradig zu nennen. Der Zellgehalt ist bis etwa zum 10, Tag
sehr gering, nach diesem Zeitpunkt treten disseminiert mononu-
kledre Zellen mit meist runden, pyknotischen Zellkernen auf,

deren Zuordnung zu einem Zelltyp der lymphatischen Reihe nicht
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méglich ist. Der Lymphozytengehalt pro mm2 KZ-Fldche betrigt
2723 die Zahl der Keimzentren pro cm2 Milzschnittfldche belduft
sich auf 26t. Von einer Kapselverdickung sind ausser einem Tier
alle betroffen, und zwar in zum Teil erheblichem Ausma8. Eine
Fal tung der Kapsel findet sich bei 8 Tieren. Bei 2 Tieren ist
eine hochgradige Zunahme des trabekuldren und Keimzentrenbinde-
gewebes zu beobachten; in einem dieser Fidlle sind auch die Ge-
fiaBwidnde verdickt. Insgesamt treten drei stark entwickelte Fi-
brosen in diesem Intervall auf. Die deutlichste davon weist
keine gefaltete Kapsel auf, eine zweite eine starke Fdltelung
der Kapsel, die dritte eine médssige. Die Pigmenteinlagerung

igt in zwei Fidllen stédrker als normal, eine davon gehdrt zu

einer fibrotischen Milz,

Nekrosen, sei es von umschriebenen Arealen, oder von einzelnen
Zellen, treten in 3 Tieren auf. Blutstauung und Odembildung feh-

len, Lediglich in einem Tier fdllt der Blutreichtum der Milz auf.

Granulopoese findet sich ab 9, Tag bei 4 von 6 Tieren in wechseln-
dem Ausmass; Megakaryozyten fehlen regelmdssig; die Erythropoese
ist ebenfalls vom 9. Tag an in vier von sechs Fiéllen vorhanden,

Plasmazellen fehlen, Eosinophile sind in geringer Zahl jenseits

des 9. Tages zu beobachten,

Mittelintervall (15.-40. Tag)

Auch in diesem Intervall sind die meisten Milzen von Zellen na-
hezu v6llig entbldsst. Nur in 6 der 9 Tiere ist der Normalauf-
bau der Milz einigermassen erkennbar, von diesen 6 wurden 2 ge-
totets Die Zahl der Keimzentren pro Flédcheneinheit betrdgt im
Durchschnitt 230, nur ein Tier weist mit_BOO KZ einen Normalwert
auf. Die Lymphozytenkonzentration betrdgt 470 pro mm2. Die Kap-
selverdickung ist bei 9 Ratten ausgepréigt und mit einer Kapsel-
faltung verbunden. Bei 5 Tieren ist eine Verdickung angedeutet,
bei weiteren 5 fehlt sie. Eine Beteiligung des Trabekelsystems
an einer bindegewebigen Reaktion ist in drei Fédllen gegeben, von
denen zweli einer allgemein stark fibrosierten Milz zugeordnet

sind, Das Stiitzgewebe der Keimzentren ist praktisch nur in einem
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Tier vermehrt.

Es finden sich in diesem Intervall insgesamt 4 Milzen mit fi-
brosiertem Gewebe, die alle zugleich eine deutliche bis star-

ke Kapselverdickung und -faltung aufweisen.

Odem~- und Héamorrhagiebildung fehlen durchweg; die Pigmenteinla-

gerung libersteigt in drei Fdllen leicht das MaB8 bei Normaltieren.

Die Granulopoese ist in diesem Intervall recht ausgepridgt; sie
fehlt in nur 2 Fdllen, in 8 ist sie deutlich, in weiteren 5 stark
verbreitet. Megakaryozyten finden sich jenseits des 18, Tages ge-
hduft, in Einzelfdllen recht deutlich vermehrt. Die erythropoe-
tische Reihe ist in diesem Intervall vor allem zwischen dem 15.
und 22. Tag vertreten. Danach tritt sie nur noch angedeutet bei

2 von 8 Tieren auf. Flasmazellen fehlen, Eosinophile erscheinen

fast regelmdassig, aber nur selten vermehrt.

Spatintervall ( ab. 41. Tag)

In diesem Intervall liegen T Milzen zur Untersuchung vor, 2 da-
von stammen von spontan gestorbenen Tieren, die anderen 5 von
gefioteten. Der Zellgehalt ist bei allen Tieren geringgradig aus=-
geprigt, am deutlichsten bei den getdteten, weniger klar bei den
gestorbenen. Drei getdtete Tiere haben mit 600 bzw. 800 ¥XZ pro
cm2 Milzfldche normale Werte, der Durchschnitt liegt bei 443.
Die Lymphozytenkonzentration ist auf 136O/mm2 KZ gestiegene
Kapselfaltung- und -verdickung sind mit Ausnahme eines Tieres
vorhanden, die deutlichste Ausprdgung findet man bei 2 Milgen,
die eine allgemeine Fibrosierung aufweisen; bei 2 weiteren Mil~
zen mit vermehrtem Bindegewebe sind die Kapselverdnderungen wenie
ger deutlich. Die beiden einzigen Tiere mit verdickten Trabekeln
sind die, die auch sonst eine starke Fibrose in der Milz aufwei..

sen, eines davon hat auch Keimzentren mit verstdrktem Bindegewe=-

. be. Im ibrigen sind wedsr die Keimzentren noch die Gefﬁsswﬁnde_

auffallig verindert. Odem und Blutstauung fehlen, das einzige
Tier mit einer deutlich vermehrten Pigmenteinlagerung hat gleich-

zeitig eine starke Milzfibrose. Granulopoese findet sich in
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4 Milzen, in zweien davon stark verbreitet.

5 Tiere enthalten Megakaryozyten, drei davon, eins gestorben,

zwel getotet, in exzessivem AusmaB,

Die Erythropoese ist wenig stark entwickelt; in einem Tier fin-

det sie sich deutlich, in zwei weiteren geringgradig. Plasma-

zellen fehlen. Eosinophile treten in drei Féllen massiv auf,

in zwei anderen weniger stark,

4.2.2.4o Zusammenfassende Beschreibung der Milzbefunde

sei vorausgeschickt, dass Odembildung, Blutstauung und Nekrose
jedem Intervall und bei jedem Tier so selten, und wenn, dann in
geringem Umfang vorkommen, daB sie in der Betrachtung der Befun-

vernachlédssigt werden konnen.

Frithintervall (1e=14. Tag)

Der Zellgehalt ist in diesem Intervall bei nahezu allen Tieren,
mit Ausnahme einzelner Ratten in jedem Kollektiv, nahezu null.
Eine hochgradige Zellentleerung bestimmt das Bild. Lediglich eini-
ge Tiere mit Knochenmarkfibrose weisen jenseits des 9. Tages
Infiltrate von Zellen auf, deren Einordnung schwierig oder un-
méglich ist, und die sich meist durch einen mehr oder weniger
runden, dichten - und wohl pyknotischen - Kern auszeichnen, Die
Zahlen der KZ/cm2 Milzschnittfldche liegen im Kollektiv der
getoteten, gestorbenen und osteomyelofibrotischen Ratten mit
320, 330 bzw. 261 sehr nahe beieinander. Ahnlich verhdlt es
sich mit der durchschnittlichen Konzentration der Lymphozyten
pro mm2 KZ, die fiir die einzelnen Kollektive 343, 392 bzw. 272
betrdgt. Die osteomyelofibrotischen Tiere haben also sowohl
eine etwas geringere Dichte in der KZ-Verteilung als auch eine

geringere Lymphozytenkonzentration in den Keimzentren.

Hinsichtlich der allgemeinen Bindegewebsvermehrung in der Milz
dominieren die spontan verstorbenen Ratten, bei denen die sol~-

chermaBen verdnderten Milzen einen Anteil von ca. 40 % umfassen,
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Bei den osteomyelofibrotischen Tieren belduft sich der Anteil

auf 20 %, bei den getdoteten fehlen solche Verdnderungen. Dem
Anteil an allgemein bindegewebig indurierten Milzen laufen die
Verdnderungen in den Milzkapseln grob parallel. Sowohl das Aus-
maB der Kapselverdickung als auch das der Faltung der Kapsel ist
bei den getdteten Tieren weniger ausgeprdgt als bei den beiden
anderen Kollektiven. Diese Parallelitdt tritt auch wieder im mitt

leren Intervall und noch deutlicher im Spatintervall auf,

Die Megakaryopoese ist im Friihintervall nur bei den gestorbenen
Tieren vorhanden, aber nicht sehr ausgeprdgt. Erythropoeseherde
finden sich in geringem AusmaB in allen drei Gruppen, am deut-
lichsten bei den gestorbenen Tieren. Die Granulopoese ist eben-
falls bei den gestorbenen Tieren am stdrksten ausgeprédgt; am
schwdchsten bei den getdteten; die osteomyelofibrotischen Tiere
nehmen in diesem Intervall eine Mittelstellung ein. Plasmazellen
treten vereinzelt nur bei den gestorbenen Tieren auf; Eosinophile

konnen bei allen Kollektiven vernachlidssigt werden,

Mittleres Intervall (15.-40. Tag)

Wahrend die getdteten Tiere sich hinsichtlich ihres Zellgehaltes
wieder v6llig erholt haben, gilt dieses fiir die gestorbenen Tie-
re nur zum Teil, Die fibrotischen Ratten stehen in dieser Hin-
sicht an 3. Stelle., Die KZ-Zahl pro cm2 betrdgt bei den getoteten
Ratten jetzt im Durchschnitt 550, bei einer Lymphozytenkonzentra-
tion von 2045. Die Werte fiir die gestorbenen Tiere belaufen sich
auf 342/420 und fiir die osteomyelofibrotischen auf 230/470. Die
Bindegewebsverdnderungen entsprechen denen im Friihinterwvall, nur
dass der Anteil der fibrosierten Milzen in der Gruppe der gestor-

benen Ratten von 40 % auf 30 % gesunken ist,

Wihrend die Granulopoese bei den getdteten Tieren am ausgepridg-
testen ist und die beiden anderen Gruppen mit jeweils gleicher

Ausdehnung folgen, ist die Erythropoese bei den beiden letztge-
nannten Kollektiven deutlicher entwickelt als bei den getdteten
Ratten. Das Maximum an Megakaryozyten enthalten die gestorbenen

Ratten, das Minimum die getdteten. Die osteomyelofibrotischen
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liegen zwischen diesen Werten. Plasmazellen finden sich ver-
einzelt bei den gestorbenen Tieren. Die Eosinophilen sind am
hédufigsten bei den gestorbenen und getéteten, weniger bei den

osteomyelofibrotischen zu finden.

Spdtintervall (ab 41. Tag)

Die Milzen der osteomyelofibrotischen Ratten sind jetzt ebenfalls
weitgehend normaler Struktur, wdhrend dieses nur fiir einen Teil
der gestorbenen Tiere zutrifft. Diese Tatsache #duBert sich auch
etwa in der KZ-Konzentration und der mittleren Lymphozytenkon-
zentration in den Keimzentren., Die Werte sind im einzelnen:
Getbtete Tiere 512/2008

Gestorbene Tiere 316/705

Osteomyelofibrotische Tiere 443/1360,

Diese und die Werte in den vorausgegangenen Intervallen sind in

den Abb. 25 und 26 graphisch dargestellt.

Im Hinblick auf den Anteil fibrosierter Milzen ist gegeniiber den
friheren Intervallen eine Verschiebung zugunsten der osteomyelo-
fibrotischen Gruppe eingetreten, in der die bindegewebig indu-
rierten Milzen einen Anteil von 57 % stellen. Entsprechend ist es
jetzt auch dieses Kollektiv, in dem die Veranderungen in der
Milzkapsel am stdrksten sind. An 2, Stelle folgen die gestorbe-
nen Tiere mit 30 %. Die getdteten zeigen nach wie vor keine fi-
brotischen Milzen. Die Granulopoese ist bei den getGteten Tie-
ren im Vergleich zum vorigen Intervall deutlich zuriickgegangen,
aber immer noch stdrker als im Frilhintervall. Bei den gestorbe-
nen Tieren ist sie gegeniiber den beiden friiheren Intervallen
etwas ausgedehnter, Die osteomyelofibrotischen Ratten entspre-
chen in ihrer Milzgranulopoese den Verhdltnissen im mittleren
Intervall. Die Erythropoese ist bei den getdteten Tieren gegen-
iiber den vorausgegangenen Zeitabschnitten stédrker geworden. Bei
den gestorbenen Tieren ist sie iiber alle drei Intervalle gleich
stark, widhrend die osteomyelofibrotischen Tiere nach voriiberge-
hender Zunahme im mittleren Intervall im Spétintervall wieder

auf die Verhdltnisse im Frithstadium zurlickfallen,
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In der Megakaryopoese iiberwiegt die Gruppe der osteomyelofi-
brotischen Tiere, danach kommen die gestorbenen Ratten und als
drittes das Kollektiv der getdteten Ratten. Plasmazellen treten
wiederum in nennenswerter Zahl nur bei den gestorbenen Ratten
auf. Eosinophile sind deutlich vermehrt bei den osteomyelofi-
brotischen und gestorbenen Tieren, weniger deutlich bei den ge-

t0teten,

4e2.2.5. Interpretation der Milzbefunde

Hinsichtlich der Ver#inderungen im S%ﬁtzgewebe des Milzparenchyms
f4llt auf, daBl ,die allgemeine Zunahme des Bindegewebes stets mit
einer Kapselverdickung und -faltung einhergeht. Daraus kdnnte man
ableiten, dass es sich nicht um eine echte Bindegewebsvermehrung
handelt, zumal man in den histologischen Schnitten keine Fibroblasten
oder vermehrt Fibrozyten findet, sondern dass es sich um eine
scheinbare Vermehrung infolge des Zusammenschrumpfens der von Zel-
len entbldssten Milz handelt. Dafiir spricht auch der Umstand, da8

die Milzen der getdteten Tiere, deren Zellentleerung nicht so fort-
geschritten ist, zwar eine midssig verdickte, aber kaum gefaltete
Kapsel haben und nie fibrosiertes Gewebe aufweisen (siehe auch Tab. 8).
Man sollte erwarten, dass mit dem Grad der Milzfibrosierung, vor-
ausgesetzt, es handelt sich tatsdchlich um einen reinen Schrumpfungs-
prozess, auch die Zahl der KZ pro cm2 Milzschnittfldche zunimmt.

Ein Vergleich der Hiufigkeitsverteilung der einzelnen Durchschnitts-
zahlen der KZ-Zahl in fibrosierten und nicht fibrosierten Milzen

der Gruppe gestorbener einerseits und osteomyelofibrotischer Rat-

ten andererseits ergibt tatsdchlich eine geringe aber deutliche
Rechtsverschiebung zugunsten der fibrosierten Milzen in beiden Kolw
lektiven, d.h. also, dass diese Milzen einen hoheren Prozentsatz

an relativ hoher Keimzentrenkonzentration aufweisen (siehe Abb. 24).

Wenn man statt der Haufigkeitsverteilung, die iiber alle drei In-
tervalle hin durchgefiihrt wurde, die durchschnittliche KZ-Zahl

pro cm2 Milzschnittfldche fiir jedes Intervall getrennt errechnet,

so ergibt sich sowohl filir das Kollektiv der gestorbenen als auch fir

das der osteomyelofibrotischen Tiere grundsédtzlich das gleiche
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Kollektiy |Bisto-| Todes- Milz- Megakaryozyten Myelo- | Erythro=-

Nr. tag Fibrosegrad poese poese
getotet - —
gestorben 5% 4 ++++ - (+) -

: 68 4 ++++ - - -
65 7 ++++ - - -
66 6 ++++ - ((+)) -
89 7 ++ - - -
79 10 +++ - (+) +

106 15 ++ - ++ +

112 13 ++ : (+). ‘ +++ (+)

124 18 +++(+ - - -

62 22 +++§+g - (+) +

192 25 ++++ - +(+) ++

123 29 +++ (+) +++ (+)

121 32 +++ - - -

177 32 +++ - + ++

92 4% ++(+) + ’ +++ (+)
93 43 ++ - +++ +
122 41 + + + (+)

139 50 ++ - ++ +

101 74 ++ +++ ++++ ++

osteomyelo=-
fibrotisch

- Tabelle 9: Extramedullére Blutbildung in der Milz
in Abhiéngigkeit vom Grad der "Milzfibrose".
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Bild, ndmlich, daB die fibrosierten Milzen eine hdhere Keimzentren-
konzentration aufweisen. Eine Ausnahme bildet lediglich das mitt-
lere Intervall der osteomyelofibrotischen Ratten, wo die nichtfi-
brosierten Milzen mehr Keimzentren aufweisen als die fibrosierten
(siehe auch ABB. 27).

Vergleicht man die mittlere Lymphozytenkonzentration der Keimzen-
tren, um sie als groben Anhalt fiir das Ausmass der Zellentblossung
der Milzen heranzuziehen, so ergibt sich wiederum, daB8 die fibro-
sierten Milzen stdrker von Zellen entbldsst sind als die Vergleichs-
organe., Hier bildet allerdings auch bei beiden Gruppen das Spatin-
tervall eine Ausnahme, wo die Verhdltnisse umgekehrt liegen (siehe
auch Abb. 28). Die Erklarung fiir diese Umkehrung mag darin zu su-
chen sein, dass eine Repopulation in stark geschrumpften Milzen

bei gleichen Zellzahlverhdltnissen schneller zu einer hoheren Kon-
zentration filhrt als bei weniger geschrumpften. Die vorliegenden
Ergebnisse lassen es als eindeutig erscheinen, dass die Milzfibro-
sierung in erster Linie ein Schrumpfungsprozess ist. Fiir eine even-
tuelle zusdtzliche echte Bindegewebsvermehrung gibt es in der fei-
neren kollagendseren Struktur des Bindegewebes der fibrosierten

Milzen hochstens einen morphologischen Anhalt.

Ein Vergleich der extramedulldren Hémopoese in der Milz mit den
bihdegewebigen Veridnderungen (siehe Tab. 9) ergibt fiir die Granu-
lopoese und Erythropoese keine gesetzmdssige Abhédngigkeit. Bei der
Megakaryopoese fgllt auf, daB sie stets in dem Kollektiv am stirk-
sten auftritt, wo auch der Anteil der fibrosierten lMilzen am grossten
ist (siehe Tab. 8). Stellt man jedoch in jedem Kollektiv und fiir
jedes Intervall die einzelnen fibrosierten Milzen mit ihren jewei-
ligen Megakaryozytenzahlen gegeniiber, so ergibt sich, daBl diese
Tiere eher eine "negative" Auswahl in dieser Hinsicht darstellen,
d.h., dass es weitgehend die nicht fibrosierten Milzen sind, die
in dem Jjeweiligen Kollektiv die hohen Zahlen an lMegakaryozyten

enthal ten,



Bindegewebs- Extramedullére Lymphozytenw

vermehrung entleerung Keimzentren

Intervall Kollektiv Nekrosen

Erythropoese Myelopoese

= o
getotet
gestorben

fibrotisch }

getotet
gestorben

fibrotisch

getdtet
gestorben

fibrotisch

Tabelle 10: Vergleich der wichtigsten Lymphknotenbefunde fiir die einzel-

nen Tierkollektive in den verschiedenen Zeitintervallen

‘nach Bestrahlung und Knochenmarktransfusion,
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4.,2.3, Lymphknoten-Histologie

Die Lymphknoten wurden untersucht, weil sie neben eventueller extra-
medulldrer Blutbildung Hinweise auf den Ablauf eines '"secondary
disease" geben kdénnen, was fiir das Verstdndnis der Myelofibrose-

entstehung in unserem Versuchsmodell von Bedeutung wire.

Die wichtigsten Befunde sind in Tabelle 10 grobschematisch aufge-

fihrt. Unter den Befunden sind zwei Punkte hervorzuheben:

Erstens das Uberwiegen der Fibrosetiere hinsichtlich der Granulo-

poese im Mittel- und Spdatintervall.

Zweitens der Umstand, daB im Spidtintervall nur noch Fibrosetiere

Hémopoesezellen und Erythroblasten aufweisen,

4.2.3.1., Getotete Ratten

1. Frithintervall (1.-14. Tag)
Die normale Struktur ist bei den im ersten Intervall untersuch-
ten Tieren nicht erkennbar. Sekundidrkndtchen sind ausnahmslos
verschwunden, die Rinde stark atrophisch, die Mérkstrénge ver-
breitert. Nekrosen oder Bindegewebsvermehrung war nicht festzu-
stellen, Jjedoch werden hdufig Pigmentablagerungen, Stauungen
mit Gefdsserweiterung, Hiamorrhagien sowie geringgradige odematdse
Durchtrdankung beobachtet. In zwei Fidllen lag geringe Fetteinla-
gerung vor. Extramedulldre Hdmopoese hatte sich in keinem Pripa-
rat entwickelt mit Ausnahme eines granulopoetischen Herdes bei
einem Tier am 14. Tag nach Bestrahlung. In den mehr oder weniger
von Lymphozyten entblossten Organen fallen als dominierende Zel-
len solche mit dichtem, randstdndig-exzentrischem Kern und viel
Cytoplasma, das leicht granuliert und eosinophil wirkt, auf, bei
denen es sich wohl um Plasmazellen und Makrophagen handelt. Dar-
Uber hinaus treten in den Markstirédngen hin und wieder Eosinophi-
le auf, allerdings nur bei Tieren, bei denen die untersuchten

Lymphknoten aus dem Intestinum stammen,
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mittleres Intervall (15.-40. Tag)

Fir dieses Intervall lagen nur 3 Tiere zur Auswertung vor.

Sie zeigten weder Nekrosen noch Bindegewebsvermeh-

rung; bei einem Tier (EF 0109/543) vom 25. Tag nach Bestrah-
lung ist die Entwicklung von Sekunddrknétchen zu beobachten,
widhrend die anderen beiden keine typische Lymphknotenstruktur
aufweisen. Ein Tier zeigte einen nicht verfetteten Lymphknoten,
ein weiteres Pigmenteinlagerung und zahlreiche Mitosefiguren.
Letzteres wies auch granulopoetische junge Zellen auf

(EF 0109/434), wiahrend ein anderes (EF 0109/543) einige reife

Normoblasten, intrasinusoidal gelegen, enthielt.
Der Lymphozytengehalt der Tiere ist bereits wieder nahezu normal.

Spitintervall (ab 40. Tag)

Von den 7 untersuchten Tieren wies nur 1 eine umschriebene Ne-
krosezone in einem Keimzentrum auf, wiéhrend die anderen weder
Nekrosezonen noch vermehrt Bindegewebe enthielten. Es trat we-
der Granulo- noch Erythropoese auf. Plasmazelluldre Elemente
fanden sich nur vereinzelt, ebenso Eosinophile. Die Sekunddrknét-
chen entsprachen in Zahl und Ausdehnung weitestgehend den norma~
len Vergleichsprédparaten. Der Lymphozytengehalt ist subnormal

bis normal,

4.2.3.2. Spontan gestorbene Ratten

Friihintervall (1.-14. Tag)

Fast 50 % der 20 untersuchten Tiere waren in verschiedenem Aus-
maf3 nekrotisch, wobei das Bild von nekrotisch-pyknotischen Ver-
héltnissen bis zur nahezu kompletten Nekrose (EF 0109/66 6. Tag
nach Bestrahlung) reicht. Im wesentlichen waren diese Verinde-
rungen in den Markstrédngen lokalisiert. Das Bindegewebe war in
keinem Fall vermehrt, Sekunddrkndtchen nie zu erkennen. Die
lymphocytére Entleerung erreichte noch hohere Ausmafie als in
den Organen der getoteten Tiere. Pigmentgehalt und Himorrhagie
entsprachen etwa den Verhdltnissen bei den getdteten Ratten.

Dagegen erschien die Blutstauung und GefédBerweiterung, vor allem
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jenseits des 10, Tages nach Bestrahlung, gegeniiber den getdteten
Tieren ausgeprdgt. Granulopoese trat gering bei 2 Tieren auf,
Erythropoese in keinem.Der Gehalt an plasmazelluldren Elementen
und Makrophagen erschien ausgeprédgter als bei den getdteten Tie-
ren des gleichen Intervalls. Eosinophile traten kaum in Erschei=

nunge.

Mittleres Intervall (15.-40. Tag)

In einem der 20 untersuchten Tiere waren im Randgebiet des
Lymphknotens Matrixzellen der Marksfrénge zugrundegegangen;
ansonsten fanden sich keine Nekrosen oder Bindegewebsreaktionen
im Sinne einer Fibrosierung. Keimzentren waren in keinem Falle
entwickelt; Hdmorrhagien traten in zwei Fdllen auf; der Lymphozy-
tengehalt lag im Ganzen hoher als im Frilhintervall, aber niedri-
ger als im Vergleichsintervall der getdteten Tiere. Erythropoese
war nie vorhanden; Granulopoese fand sich in vier Fdllen, z.T.
recht ausgeprdgt. Plasmazelluldre Elemente und Makrophagen sind
noch reichlich vorhanden, aber nicht mehr wie im Friihintervall,
Eosinophile treten nur in einzelnen Pridparaten in nicht nennens-

wertem Umfang auf.

Spatintervall (ab 41. Tag)

Eines der 11 in diesem Intervall gestorbenen Tiere wies grosse
Randfeld- und Markstrangnekrosen auf, ein anderes nekrotische
Markstrdnge. In keinem Fall erschien das Bindegewebe vermehrt.
Nahezu in allen untersuchten Lymphknoten waren auch in diesem In-
tervall die Keimzentren verschwunden, lediglich zwei Tiere mach-
ten eine Ausnahme: eines war in dieser Hinsicht nur schwach aus-
gepruagt, das andere entsprach etwa der Norm und war wegen seines
mori .nden Zustandes getdtet worden. Der Gehalt an Plasmazellen,
Mekrophagen und Eosinophilen war in nur wenigen F&llen stark
ausgeprédgt. Der Lymphozytengehalt war in den meisten Préparaten
stark vermindert, in einigen aber auch weniger stark; in jedem
Fall jedoch war er geringer als der der Organe getdoteter Ratten
im entsprechenden Intervall. s fand sich weder Erythropoese

noch Granulopoese,
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4.2.3.3. Ratten mit fibrotischem Knochenmark

Frihintervall (1.-14. Tag)

Von den 13 untersuchten Tieren wies etwa die Hidlfte Zell- und
Gewebsuntergdnge verschiedenen Ausmasses auf; Bindegewebsvermeh-
rung fiel in keinem Prédparat auf; einige waren hédmorrhagisch
verédndert, zwei erschienen ddematds durchtridnkt; die typische
Lymphknotenstruktur war in keinem Prdparat mehr erkennbar, die
Keimzentren verschwundenj; der Lymphozytengehalt war bei etwa der
Hélfte der Tiere nahezu null, bei dem Rest stark vermindert,

bei einem Tier allerdings nur geringfiigig unter die Norm abge-
sunken, Erythropoese fehlte in jedem Tier, Granulopoese fand
sich in einem Tier (EF 0109/615) am 11. Tag nach Bestrahlung.
Plasmazellen und Makrophagen waren mit Ausnahme eines Falles

nur médssig hdufig zu finden. Eosinophile wurden nicht gesehen.

Mittleres Intervall (15.-40. Tag)

7 der 20 Tiere, die zu diesem Intervall gehdren, zeigten gering-
fligige Nekrosen, zumeist in den Markstrédngen. Eine Bindege-
websvermehrung war nicht feststellbar. Die Ausbildung von Keim-
zentren wurde in einem Tier, das getdtet worden war, gesehen.
Wahrend noch bis etwa zum 20, Tag nach Bestrahlung Hdmorrhagien
gefunden wurden, traten spédter vorzugsweise Gefdsserweiterungen
auf. Hin und wieder fdallt verstidrkte Pigmenteinlagerung auf.

Der Gehalt an plasmazelluldren Elementen und Makrophagen ist

in etwa der Hdlfte der PFidlle, vor allem bei Tieren bis zum

20, Tag nach Bestrahlung, sehr ausgesprochen, 8 Tiere wiesen
eine hochgradige Lymphozytenentleerung auf, 6 davon fielen in
den Zeitraum vom 14. bis 22, Tag nach Bestrahlung. Den grdssten,
praktisch normalen Gehalt an Lymphozyten wies das getdtete

Tier auf, das auch eine im Ganzen unauffdallige Struktur mit
Ausbildung von Sekunddrkndtchen zeigte. Drei Tiere waren gering-
gradig von Eosinophilen durchsetzt., Erythropoese fehlte in al-
len untersuchten Fidllen, wdhrend 50 % der Tiere granulopoeti-
sche Zellen in teilweise betrdchfiicher Ausdehnung enthielten.

8 der Tiere mit Granulopoese fallen in den Zeitraum zwischen

20. und 40, Tag nach Bestrahlung.
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3. Spitintervall (ab 41. Tag)
Von den 10 in diesem Zeitraum untersuchten Tieren waren 7 get&-
tet, davon eines wegen seines moribunden Zustandes (EF 0109/94).
Letzteres zeigte als einziges Tier in diesem Zeitintervall eine
nahezu komplette Nekrobiose seiner submandibulédren Lymphknoten.,
Bei einem anderen Tier, das gestorben war, waren lediglich einige
Markstrangzellen untergegangen. Keines der Tiere zeigte Binde-

gewebsreaktionen im Sinne einer fibrotischen Umwandlung.

Sekunddrknétchen waren bei zwei Tierén entwickelt, von denen
eines getotet, das andere gestorben war. Der Lymphozytengehalt
war bei der Hdlfte der Tiere subnormal bis normal, bei 4 wei-
teren gering' zu nennen und nur bei dem oben erwdhnten moribund
getoteten Tier gleich null. Es traten fast keine Plasmazellen
oder Makrophagen mehr auf; dafiir war die Eosinophilie in 4
Tieren ausgeprdgt. Drei dieser vier Tiere waren getdtet, zweil
davon und ein drittes, gestorben, fielen in den Zeitraum Jjen-
seits des 100. Tages; Granulopoese war in drei Tieren angedeutet
vorhanden; an erythropoetischen Vorstufen fanden sich in zwei
Tieren vereinzelt pyknotische, reife Normoblasten, deren Iden-

titdt Jjedoch nicht eindeutig war.

4.2.3.4, Besprechung der Lymphknotenbefunde

Wdhrend im Friih- und mittleren Intervall bei den getdteten Ratten
keine Nekrosen zu finden sind, sind die Gewebsunterginge bei den
beiden anderen Kollektiven im Friihintervall deutlich, im mittleren
Intervall vor allem in der Gruppe der gestorbenen Ratten, zuriick-
gegangen, wahrend die fibrotischen Tiere noch mehr Nekrosen zeigen.
Im Spédtintervall sind bei allen drei Gruppen geringgradige Nekro=-

sen zu finden,

Bei keinem Kollektiv und 2zu keinem Zeitpunkt findet sich Bindege~-

websvermehrung.

Die Lymphozytenentblossung ist naturgemédss im ersten Intervall

nach Bestrahlung am stdrksten, sie geht im mittleren Intervall
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zuriick, am vollstdndigsten bei den getdteten Tieren, am wenigsten
bei den fibrotischen., Im Spatintervall sind die getdteten Tiere
hinsichtlich ihrer Lymphknotenstruktur praktisch normal, die ge-
storbenen Tiere weisen noch eine mdssige Atrophie auf, wdhrend die
fibrotischen etwas besser regeneriert sind, wobei es jedoch nicht
eindeutig so ist, dass die getdteten Tiere dieser Gruppe gut, die
gestorbenen schlecht repopularisiert sind. Die Ausbildung von Keim-
zentren steht im grossen und ganzen in umgekehrtem Verhdltnis szur
Atrophie. Hochgradig atrophische Knoten zeigen keine Keimzentren,
solche mit gutem Lymphozytengehalt weisen meist auch Sekunddrkniot-

chen auf.

Die Erythropoese ist in den Lymphknoten nach Bestrahlung und {ber-

tragung von Knochenmarkzellen praktisch null., Lediglich bei den
getoteten Tieren im mittleren Intervall und bei den fibrotischen
im Spédtintervall finden sich in einem bzw. zwei Tieren vereinzelt

Zellen, die Normoblasten sein kdnnten.

Dagegen ist die Granulopoese ausgeprdgt. Im Frithintervall ist sie

in allen Gruppen angedeutet, nimmt im mittleren Intervall mit Aus-
‘nahme der getdoteten Tiere zu, vor allem bei den fibrotischen Rat-
ten, und ist im Spdtintervall nur noch bei einigen Fibrosetieren

zu finden.

Insgesamt ldsst sich keine Verdnderung feststellen, die im Sinne
einer systematischen Fibrosierung zu interpretieren widre. Auffdl=-
lig ist nur das Uberwiegen der Fibrosetiere im ;ittleren Intervall
hinsichtlich Nekrosen, Granulopoese und Lymphozytenentbldssung,
Des weiteren der Umstand, dass im Spatintervall nur noch die Fi-

brosegruppe in einzelnen Fdllen extramedullédre Hdmopoese aufweiste

4.2.4, Leber-Histologie

Ahnlich wie die Lymphknoten ist auch die Leber u.a. ein wichtiger
Indikator fiir den Ablauf eines secondary disease bei Rattene
Balner (5) bezeichnet Lebernekrosen sogar als den einzigen Be-

fund, der beli Ratten mit secondaery disease regelmédssig gefunden werde.
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Aus diesem Grunde und zur Erfassung extramedulldrer Blutbildungs-

stdtten in der Leber wurde dieses Organ untersucht.

Die wichtigsten Befunde sind in Tabelle 11 zusammengefasst.

4.2.4.1, Getotete Ratten

1, Frithintervall (1.-14. Tag)
Von den vorliegenden Tieren (4 vom 6. Tag, 1 vom 8. Tag nach
Bestrahlung) zeigen drei geringe bis midssige Sinusstauung. Die
Zentralvenen sind erweitert und z. T. plasmagefiillt. Das auffidl-
ligste an den Ratten dieses Intervalls und den getdteten Tieren
der beiden folgenden Intervalle ist die Verdnderung des Cyto-
plasmas der Leberparenchymzellen. 13 von 21 Tieren zeigen diese
Verdnderungen. In leichten Fdllen handelt es sich um vakuolige
Einlagerungen, die in ausgepridgten Fédllen so weit fortgeschrit-
ten sind, dass das Cytoplasma kdrnig-kriimelig ausgefallen er-

scheint.

Nekrosen,7Bindegewebsvermehrung oder extramedullédre Blutbildung
finden sich nicht. Lediglich ein Tier (EF 0109/636) weist eine

beginnende Nekrotisierung des Gewebes um die Zentralvenen auf.

2. Mittleres Intervall (15.-40. Tag)

Fir dieses Intervall lagen 4 Tiere vor. Von diesen zeigten 2
nekrobiotische Veridnderungen in der Peripherie der Leberlédpp-
chen, eines davon wies zusdtzlich periphere beginnende Verfet-
tung auf. Bindegewebsvermehrung konnte nicht festgestellt wer-
den. Ein Tier enthielt einen kleineren interlobuldr gelegenen
Granulopoeseherd (EF 0109/546). Ein weiteres zeigte einen peri-
arteriell gelegenen Granulopoeseherd in einem Glisson'schen

Zwickel, Herde mit roten Blutzellvorstufen traten nicht auf.

3., Spatintervall (ab 41. Tag)
Nekrosen traten in diesem Intervall bei den 12 untersuchten

Tieren nicht auf. Ebensowenig eine Bindegewebsvermehrung.
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Neben den bereits fiir das erste Intervall beschriebenen

Cytoplasmarerinderungen waren weitere Befunde:

Bei drei Tieren einzelne kleine Infiltrate lymphoider Zellen
in den Glisson'schen Rdumen (EF 0109/82, /41, /43). In einigen
Leberpridparaten sind die Sinus gestaut. Ein Tier (EF 0095/7)
zeigt einen kleinen intralobuldr gelegenen Herd von Zellen,

bei denen es sich um Erythroblasten handeln kdonnte. Finf Tie-
re weisen granulopoetische Herde auf, die in 2 F&dllen

(EF 0109/82, /98) intralobuldr, in dfei Fillen (EF 0109/41,
/43, /392) interlobuldr gelegen sind. Das ausgepridgteste Pri-
parat zeigt 4 kleine interlobuldre Herde auf der Schnittfliche.
Das dlteste Tier mit Granulopoese wurde am 154. Tag nach Be-

strahlung und Transfusion getdtet.

4.2.4.2, Spontan gestorbene Ratten

Frihintervall (1.-14. Tag)

Die drei untersuchten Tiere zeigen weder Nekrosen noch Bindege-
websvermehrung oder extramedullédre Blutbildung. Die Leberparen-
chymzellen zeichnen sich in diesem sowie in den spidteren Inter-
vallen durch ihr homogen wirkendes Cytoplasma aus. Nur in eini-
gen Fdllen erscheinen sie etwas aufgequollen. Lediglich ein Tier

(EF 0109/65) weist eine feintropfige zentrale Verfettung auf.

Mittleres Intervall (15.-40. Tag).

In diesem Intervall wurden 11 Tiere untersucht. Davon zeigt
eines fleckfdrmige Nekrosen (EF 0109/293%), ein weiteres Veridn-
derungen im Sinne einer Nekrobiose (EF 0109/128) und ein drit-
tes ausgedehnte, hyalin wirkende Nekrosegebiete (EF 0109/155).
Keines der Tiere weist eine Vermehrung des Stiitzgewebes auf.
Erythropoeseherde sind nicht zu finden. Zwei Tiere (EF 0109/518,
/511) zeigen je zwei kleine perivaskulédr liegende Granulopoese-
herde. Bei 6 Tieren ist es zu deutlicher Pigmenteinlagerung,

Odembildung und Hyalinisierung der Gefisswinde gekommen.

Spiatintervall (ab 41. Tag)

Von den 13 Tieren wiesen 9 verschiedengradige Gewebsnekrosen
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auf. Bei dreien davon handelte es sich um Untergiénge im Rand-
gebiet der Schnittfldche. Vier weitere waren lediglich in

Form kleiner fleckformiger Nekrosen verdndert. Nur 2 Prédparate
(EF 0109/508, /97) waren von zahlreichen Nekroseherden mit Pig-

menteinlagerungen und Kerntriimmern durchsetzt.

Es wurden keine Granulopoeseherde gesehen. In einem Tier
(EF 0109/508) fand sich ein kleiner Herd, dessen Zellen wohl

rote Vorstufen darstellen.,

Neben geringer Sinusstauung in vier Tieren fielen in 5 Tieren
meist interlobuldr-perivaskuldr gelegene Infiltrate lymphoider
Zellen ins Auge. Bei einem der Tiere (EF 0109/122) kam noch

das vereinzelte Auftreten von Plasmazellen hinzu,.

In einem Tier war die Leber von grossen Hohlen durchsetzt
(EF 0109/464), die zum Teil Endothel aufwiesen, zum Teil aber
auch nur unscharf vom umgebenden Parenchym abgesetzt waren,

Bakterien wurden nicht gesehen.

4.2.4.3, Lebern von Ratten mit KM~Fibrose

Frihintervall (1.-14. Tag)

Bei den 15 zu diesem Intervall gehdrenden Tieren fehlen die
Leberprdaparate von 6 Tieren, Von den restlichen 9 Tieren zeigt
eines (EF 0109/322) ein abszessartiges Nekrosefeld, ein zweites
(EF 0109/315) randstindige und zentrale Nekrosefelder. Bei kei-
nem der Tiere wurde eine Zunahme des Bindegewebes festgestellt.
Zbensowenig fanden sich Granulopoeseherde im Leberparenchym.

Ein Tier (EF 0109/615) wies einen kleinen Herd von 5 erythropoe-
tischen Zellen auf. Dieses Tier zeigte neben geringer Sinus-
erweiterung auch etliche Zellen, deren Zugehdrigkeit unklar war

und die sich in Mitose befanden.

Mittleres Intervall (15.-40. Tag)
Hier fehlten bei 12 von insgesamt 22 Tieren die Leberprédparate.

Nur in einem Fall der restlichen 10 Tiere fand sich ein kleiner



30

I40

Nekroseherd. Das Bindegewebe war auch in diesem Fall nicht ver-
mehrt. Zwei Tiere (EF 0109/545, /337) wiesen einen kleinen Herd
wahrscheinlich myeloischer Zellen auf. Das letzte Tier enthielt
weiterhin zwei kleine Herde, bei denen es sich um Erythroblasten,
evtl. auch um lymphatische Zellen handelt. In diesem Fall tauch-
ten ausserdem vereinzelt intrasinusoidal gelegene Plasmazellen
aufr. Die Leberldppchen dieses Prédparates waren peripher verfet-
tet. Sofern es sich bei dem vorliegenden Material um getdtete
Tiere handelte, zeigten auch diese wieder die cytoplasmatischen
Verinderungenk wie sie fiir das Kollektiv der getdteten, fibrose-

freien Tiere beschrieben wurden.,

Spdtintervall (ab 41. Tag)

Es liegen die Lebern von neun Tieren vor. Die Prédparate der rest-
lichen beiden Tiere fehlen. Bei einem Tier fand sich ein kleiner
Nekroseherd, dariiber hinaus wies das Parenchym gro8e Hohlen auf,

die z.T. endothelisiert waren und bei denen es sich entweder um

stark erweiterte Gefdsse oder um abgekapselte Abszesse handelt.

Bei zwei weiteren, die getdtet wurden, war die Lédppchenstruktur
nur noch verschwommen erhalten. Auch in diesem Intervall konnte
keine Stilitzgewebszunahme festgestellt werden. Lediglich in einem
Priaparat (EF 0109/266) erschienen die Glisson'schen Réume etwas

deutlicher als gewchnlich.

Das Leberparenchym eines Tieres war grobtropfig verfettet.

Ein Tier zeigte neben médssiger Eosinophilie und Verfettung drei
intralobuldr gelegene Erythroblastenherde, sowie zahlreiche
granulopoetische Herde, die zumeist paravasal in der Umgebung

der Zentralvenen lagen.

4.2.4.4. Zusammenfassende Besprechung der Leberbefunde,

Zundchst fdllt beim Vergleich der drei Kollektive (getdtete, ge-

storbene und fibrotische Ratten) das unterschiedliche Aussehen

des Cytoplasmas der Parenchymzellen auf. Fast alle getéteten Tiere
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weisen vakuolige bis kérnig-granulidre Veranderungen im Zellplasma
auf, Sofern solche Erscheinungen sich bei fibrotischen Tieren fin-
den, handelt es sich ebenfalls um getdtete Tiere. Nur ein gestor-
benes Tier (EF 0109/512), das im mittleren Intervall starb, #hnel-
te hinsichtlich des Aussehens des Leberzellplasmas dem obigen Be-
funde. Der Gedanke liegt nahe, die beschriebenen Verdnderungen als
Folgen der toxischen Wirkung des zur Totung fast ausschliesslich
verwendeten Athers aufzufassen. Es wdre weiter denkbar, dass der
grossere H20-gehalt der Zellen getcteter Tiere unter gemeinsamem
Einfluss von Ather und dem zur Gewebsfixierung benutzten Formalin
zur beschriebenen"Ausfédllung" des Cytoplasmas fiihrte, wdhrend bei
den exziccie;ten, gestorbenen Tieren solche Erscheinungen nicht

mdéglich waren,

Die Hdufigkeit von Nekrosen im Friih- und im mittleren Intervall

ist fiir alle Kollektive etwa gleich,

Im Spatintervall dominieren eindeutig die gestorbenen Ratten. Die
getoteten Tiere weisen keine Nekrosen mehr auf, die fibrotischen
nehmen eine Mittelstellung ein, was sich zum Teil durch die ge-
mischte Zusammensetzung aus getdteten und spontan gestorbenen
Tieren erkldrt. Ob die Lebernekrosen, namentlich der gestorbenen
Ratten, spezifische Reaktionen im Sinne eines "secondary disease"
darstellen oder beildufige Verinderungen im Zuge einer anderen
Todesursache sind, muss im Rahmen dieser Untersuchungen dahinge-
stellt bleiben. Bei den randstdndigen Nekrosen liegen mit grdsster

Wahrscheinlichkeit postmortale Verdnderungen vor.
Bindegewebsvermehrung, sei es im Sinne einer Fibrose oder in Form
einer Cirrhose, konnte in keinem Kollektiv bei keinem Tier fest-

gestellt werden,

Extramedulldre Hdmopose trat im Frilhintervall weder bei den getd-

teten Tieren noch bei den gestorbenen auf. In der Gruppe der Fibro-
setiere fand sich ein Fall (EF 0109/615) mit einem kleinen intra-

sinusoidalen Erythroblastenherd.
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Im mittleren Intervall treten bei den getéteten Tieren vermehrt
granulopoetische Herde auf, ebenso bei den gestorbenen und fibro-
tischen, aber nicht so ausgesprochen. Erythropoese findet sich nur
bei einem fibrotischen Tier (EF 0109/337). Die Granulopoese ist im
Spdtintervall bei den getdteten Tieren am stdrksten ausgepridgt,
bei den gestorbenen fehlt sie, bei den Fibrosetieren liegt 1 Fall
(EF 0109/356) vor, In jedem Kollektiv weist 1 Tier Erythropoese

auf. Dabei zeigt das Fibrosetier die deutlichsten Infiltrate.

Insgesamt zeigt die Leber der untersuchten Tiere keine eindeutigen
Zeichen fibrotischer Umwandlung. Die Erythropoese scheint bei der

Gruppe mit fibrotischem KM gegeniiber der extramedulldren Granulo-

poese in den Vordergrund zu riicken, wdhrend das Verhdltnis bei

den getdteten Tieren umgekehrt ist. Die Gruppe gestorbener Ratten

nimmt in dieser Hinsicht eine Mittelstellung ein., Hier sind sowohl
Granulopoese als auch Erythropoese Ausnahme. Der deutlichste Fall

von extramedullédrer Erythropoese gehdrt zu einer Ratte mit begin-

nender KM-Sklerose,

Es fdallt auf, dass im Spatintervall die gestorbenen Tiere deutlich
mehr Nekrosen aufweisen als die Fibrosetiere. Ein méglicher Hin-
weis auf das "secondary disease'", zu dessen hdufigsten Befunden

die Lebernekrose zdhlt, als Todesursache.

Weiterhin fgllt auf, dass es wiederum die Erythropoese ist, die
bei den Fibrosetieren eindeutig iiberwiegt. Die Granulopoese wird

dagegen bei den getdteten Tieren am hdufigsten gefunden,
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5. Diskussion

Die Diskussion soll sich auf der Basis unserer experimentellen
Befunde im wesentlichen mit der Erdrterung dtiologischer und
pathogenetischer Moglichkeiten filir die Entstehung einer Myelo-

fibrose bzwe. =sklerose befassen,

Auf Einzelbefunde soll nur eingegangen werden, sofern sie fiir die
angestellten Betrachtungen von Bedeutung sind. Im Einzelnen sind

sie in den entsprechenden vorausgegangenen Kapiteln nachzulesen.

Auch die gesetzmédssigen Reaktions- und Regenerationsverliufe, wie
sie nach Bestrahlung und Knochenmarkzelltransfusion abzulaufen
pflegen, sollen an dieser Stelle nicht weiter ausgefiihrt werden,
Sie entsprechen in unserem nichtmyelofibrotischen Tiermaterial
prinzipiell den Angaben in der Literatur. Hinsichtlich Einzelhei-
ten sei auf die Monographie von Bond, Fliedner, Archambeau (18)
hingewiesen. Das Problem der Ausbildung eines "secondary-disease"
wird im Laufe der Diskussion im jeweiligen Zusammenhang angeschnit-

ten werden.

5¢1. Diskussion von Befunden

Die vorliegende Analyse klinischer, pathologisch-anatomischer
sowie histologischer Befunde von osteomyelofibrotischen bzw.
myelofibrosefreien Ratten ergab Resultate, die keine so deutli-
chen Unterschiede 2zwischen den beiden Gruppen aufwiesen, wie die
vielfach ausgepridgten Knochenmarkfibrosen erwarten liessen. Aller-
dings ist von klinischen Beobachtungen her bekannt, dass zwischen
dem Grad der Knochenmarksverdnderung und anderen Symptomen keine

strenge Abhingigkeit besteht (1,83).

Die deutlichsten Unterschiede gegeniiber den nichtosteomyelofibro-
tischen Tieren bestehen im hoheren Anteil unreifer weiBer und ro-
ter Vorstufen im peripheren Blut der Fibrosetiere, deren Verlauf

eine deutliche Parallelitdt mit der Verteilung der Knochenmark-
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fibrosen auf eine Gruppe in den ersten 40 Tagen nach Bestrahlung

und eine zweite jenseits des 70. Tages aufweist.

Fir die ersten 3 Wochen nach Bestrahlung kdonnte man Befunden Stodt-
meisters und Fliedners (82) entsprechend das Auftreten von unreifen
Blutvorstufen in der Peripherie aguf eine die extramedulldre Blut-
bildung in der Milz stimulierende Andmie zuriickfiihren., Dem miisste
aber entgegengehalten werden, dass es in diesem Zeitraum durchaus
nicht die fibrotischen Tiere sind, deren extramedulldre Blutbil-
dung in der Milz am stadrksten ausgeprdgt ist. Diese ist im Gegen-
teil zu allen Zeitpunkten sowohl granulopoetisch als auch erythro-
poetisch bei den gestorbenen Tieren ohne Myelofibrose stédrker oder
gleich stark entwickelt. Die getoteten Tiere allerdings sind le-
diglich hinsichtlich der Erythropoese im Spdtintervall den Fibro-
setieren iiberlegen, so dass sich fiir diese hinsichtlich der Milz-
himopoese eine gewisse Mittelstellung zwischen getdteten und ge-

storbenen Tieren ergibt.

Betrachtet man jedoch nicht ausschliesslich die Hdmopoese in der
Milz, sondern zus&tzlich auch die in der Leber und in den Lymph-
knoten, so ergeben sich neue Gesichtspunkte. Es stellt sich ném-
lich heraus, dass fiir die gesamte extramedulldre Blutbildung, so-
weit sie von uns untersucht wurde, ein leichtes {Uberwiegen der ge-
storbenen Tiere im Frithintervall, ein Uberwiegen der getdteten
Uber die fibrotischen im Mittelintervall und ein solches der Fi-
brosetiere iiber die Getoteten und Gestorbenen im Spidtintervall
vorliegt. Diese Befunde im Friih- und Mittelintervall konnte man

in prinzipieller tUbereinstimmung mit den Ansichten Stodtmeisters

und Fliedners (82) so erklédren:

NRach Letalbestrahlung und Knochenmarkzelltransfusion kommt es zur
Zellansiedlung im Knochenmark, in Leber, in Milz und anderen Or-
ganen bei allen Tieren, so dass im histologischen Schnitt solcher
Organe unreife Blutzellen gefunden werden. Das Uberwiegen der ge-
storbenen Tiere im Frilhintervall darf in diesem Zusammenhang
nicht iiberbewertet werden. Wdahrend bei den gestorbenen Tieren

ein Nichtangehen oder nur voriibergehendes Proliferieren der trans-~
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fundierten Zellen, die ausbleibende Zunahme von extramedullédrer Hamo-
poese erklaren wiirde, kommt es bei den getdteten Tieren, bei denen das
Transplantat angegangen ist, zur vermehrten Ausprédgung extramedullarer
Blutbildungsherde mit dem Erfolg, dass diese Gruppe 2zwischen dem 14.
und 40, Tag nach der Bestrahlung in Bezug auf die extramedulldre Hi-
mopoese liberwiegt. Die Fibrosetiere stehen zwischen beiden Kollektiven.
Mit der Normalisierung der Regenerationsverhidltnisse im Knochenmark
und dem Wiederanstieg der Erythrozyten in der Peripherie sowie der
Erholung der lymphatischen Organe kommt es dann, nach Stodtmeister

und Fliedner (82), zu einem Riickgang der extramedulliéren Blutbil-
dung, sogar zur Verdridngung dieser Herde durch organspezifische
Zellen, Diese Vorgédnge wiirden im Prinzip als kompensatorischer

Mechanismus zu verstehen sein,

Im Spatintervall fallen die oben beschriebenen Faktoren als Regula-
tionsmechanismen fort. Die extramedulldre Blutbildung bei den getd-
teten Tieren ist nur mehr wenig ausgeprédgt, wenn auch noch mehr

als bei den gestorbenen. Jetzt sind es die Fibrosetiere, die, an-
scheinend anderen Einfliissen zufolge, den ersten Platz in der extra-

medullédren Blutbildung einnehmen,

Bei den Myelofibrosetieren liegt nicht nur der Anteil unreifer Vor-
stufen im Blut hdher als bei den anderen Tieren, es findet sich
dariiber hinaus auch eine gewisse Zunahme der unreifen Vorstufen

in Abhdngigkeit vom Grad der Fibrose. Dies kdénnte man auf eine gleich-
zeitig mit der zunehmenden Fibrosierung wachsende extramedulliére
Metaplasie zuriickfiihren. Vergleiche in dieser Richtung bei einzel-

nen Tieren haben diese Annahme jedoch nicht bestdtigen kdnnen. Auch
diese Widerspriichlichkeiten finden ihre Parallelen in der Klinik

(83, 1).

Die Diskrepanz zwischen dem Auftreten von Blutvorstufen im Blut

und dem Ausmass von extramedull&rer Metaplasie kdonnte man sich viel-
leicht damit erkldaren, dass diese Vorstufen nicht, oder nicht nur,
aus extramedulldren Herden stammen, sondern durch eine Stérung des
Ausschwemmungsmechanismus in fibrosiertem Knochenmark in die Peri-

pherie gelangen,
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Ein anderes Merkmal der Fibrosetiere ist die sowohl prozentual

als auch absolut nigdrigere Eosinophilenzahl im Blut gegeniiber den
Vergleichstieren. Immerhin iibersteigt sie zu spdteren Zeitpunkten
erheblich die Normalwerte unbehandelter Tiere, so dass man von
einer hosinopenie nicht sprechen kann, Hinsichtlich des Eosinophi-
lengehaltes im Knochenmark nehmen die Fibrosetiere, wie schon er-
wiahnt, eine littelstellung zwischen getdteten und gestorbenen Rat-

ten e¢in.

Neben der extramedulldren Blutbildung in verschiedenen Organen und
dem Auftreten unreifer Blutzellvorldufer in der Peripherie sind wei=-
tere Gemeinsamkeiten zwischen der Osteomyelofibrose im vorliegenden
Tiermodell und dem entsprechenden Symptomenkomplex beim Menschen

das Ausbleiben einer Lymphknotenvergrdsserung, Milzhadmosiderose
sowie eine, allerdings nur geringgradige und auch bei den nichtfi-
brotischen Tieren auftretende Thrombopenie und Granulozytopenie

bei den Ratten, die zu spdteren Zeitpunkten nach Bestrahlung unter-

sucht wurden.

Der wichtigste mit der Klinik libereinstimmende Befund besteht in der
Histopathogenese der Osteomyelofibrose in unseren Ratten und im
Menschen, Auf sie soll anschliessend eingegangen werden. Symptome,
die beim Menschen auftreten, bei unseren Ratten aber fehlen, sind
Andmien oder perniciosiforme Reaktionen zum einen und der Milztu-
mor mit Bindegewebszunahme zum anderen. Ebensowenig fand sich in
unseren Tieren eine Vermehrung der Megakaryozyten im Knochenmark.
Die Bindegewebsvermehrung in unseren meist normal grossen oder

aper verkleinerten Rattenmilzen konnte als Pseudovermehrung infolge
einer durch die starke Zellentleerung bedingten Milzschrumpfung

erkannt werden,

5.2. Histopathogenese der Osteomyelofibrose

Aus den verschiedenen morphologischen Entwicklungsstufen der Fibro-
se im Knochenmark der betroffenen Ratten ldsst sich eine Histopatho-
genese ableiten, die in ihren Grundziigen der beim Menschen weitest-

gehend entspricht,
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Ausgangspunkt der osteomyelofibrotischen Verdnderungen ist eine
Storung der Architektonik des Knochenmarkes, sei es durch Stau-
ungen oder durch Zerstdrungen im Sinusgefidssystem. Diese Ansicht
teilen auch andere Autoren (83, 76, 65, 19, 74, 42). Folge die-
ser Lisionen sind Exsudate, die meist eiweiBilreich und gut anfédrb-
bar sind im Parenchym, oft von Hiamorrhagie begleitet, und Gewebs-
untergédnge, die an anderen Stellen im Mark zur kompensatorischen
Hyperplasie fiihren konnen (1, 40, 65 u.a.). Die Hyperplasien sind
in unserem Tiermaterial nicht so hidufig festzustellen gewesen,
wohl weil durch die letale Ganzkdrperbestrahlung das Substrat fiir
solche Reaktionen fehlte. Bei Ausbreitung des Odems, das focal,
disseminiert oder diffus entstehen kann, wird dem hdmopoetischen

Parenchym mehr und mehr die Lebensbasis entzogen.

In dieser hypoxdmischen Umgebung und in Anwesenheit nekrotischen
Zellmaterials kommt es zur Wucherung von retikulidren Zellen, die
in diesem Milieu als einzige existieren konnen, Ihre Vermehrung
ist moglicherweise eine Reaktion auf die Markentleerung, die Hiau-
fung nekrotischen Materials, sowie in unserem Fall die Anwesenheit
von Fremdmaterial (92). Geht man davon aus, dass sich innerhalb
der Gruppe von Zellen, die morphologisch als retikulidre Zellen
zusammengefasst sihd, solche befinden, die bei addquatem Reiz,
hier die hochgradige Zellentleerung des Marks, Stammzellfunktion
haben konnen (75, 41), so kdonnte diese Vermehrung auch Ausdruck
eines Regenerationsversuches sein, der jedoch aufgrund der mangel-
haften Lebensbedingungen nicht zur Ausbildung differenzierter Blut-
zellen, sondern zur Umwandlung in Fibroblasten und Fibrozyten

(32) fiihrt.

In den Odemherden tauchen sodann neben den retikuldren Zellen fi-
broblastoide Zellen und spdter auch Fibrozyten auf. Das zunichst
homogene Odem wird langsam faserig organisiert; die Zahl der Fi-
broblasten und Fibrozyten und der bindegewebigen Fasern nimmt wei-
ter zu, bis die letzten Herde von Hamopoese durch Bindegewebe vol-
lig eingemauert, auseinandergedrdngt oder gar verschwunden sinde
Bei den Bildern mit ganz reifem Bindegewebe fehlen Bindegewebszel-
len hidufig fast ganz. Auch diese Verdnderungen werden in klinischen

Fdllen beschrieben (1, 83, 93%).
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Das Endstadium, das nicht immer erreicht werden muss, stellt eine
Formierung der Bindegewebsfasern zu trabekulédren Ziigen dar, aus
denen durch Kalziumeinlagerung sekunddrer mesenchymaler Bindege-
websknochen wird., Die Calzifizierung nimmt ihren Ausgang von der
Knochenmarkperipherie und schreitet in Richtung auf den Zentral-
sinus fort. In den Trabekeln eingeschlossen liegen "Osteozyten"
(93). Die Trabekeloberfldche wird von Osteoblasten bedeckt. An eini-
gen Stellen fallen osteoklastische Umbauzonen auf. Je nach Ge-
schwindigkeit treten solche sklerotischen Veranderungen schon sehr
friih auf, in unseren Tieren angedeutet schon am 4. Tag nach Bestrah-
lung, deutlicher am 10. und 37. Tag, gehiduft jenseits des 80. Ta-
ges nach Bestrahlung. Selbst bei stdrkster Sklerosierung kodnnen
noch himopoetische Inseln gefunden werden. Eine strenge Abhdngig-
keit zwischen dem Riickgang der Himopoese und dem Fibrosegrad be-
steht jedoch nicht, denn man findet auch mdssig fibrosiertes Kno-
chenmark, in dem die Himopoese schon fast vdllig verschwunden ist.
Von der Kombination solcher Einzelsymptome wie Grad der Fibrose, der
medulldren wie extramedulldren Blutbildung hdngt es wohl ab, bis

zu welchem Zeitpunkt der betroffene Organismus lebensfdhig bleibt.
Es sei noch erwdhnt, dass der Beginn einer Fibrose auch durch die
Bildung von sogenannten Fibrinsternchen im Odem geprdgt sein kann,
wie Lennert (53) auch in einigen unserer Fdlle nachweisen konnte.
Diese Sternchen finden sich auch in fortgeschrittenen Fibrosen ne-
ben echtem Bindegewebe und ebenso in der Umgebung von sekundidren
Geflechtknochen. Auf die &tiologische Bedeutung solcher Gebilde

soll an anderer Stelle noch eingegangen werden. Des weiteren sei
hinzugefiigt, dass in einem Knochenmark alle oder viele Entwicklungs-
grade einer Osteomyelofibrose, vom Odem iiber verschiedengradige
Bindegewebsbildung bis zur beginnenden Sklerosierung, nebeneinan-
der gefunden werden kOnnen, wie sich in einigen unserer Tiere zeig-
te (EF 0109/566 u.a.). Die beschriebenen Verinderungen entsprechen
den Befunden Okabayashis (65) sowie Hauswaldts und Hunsteins (40),
brauchten bis gu ihrer vollen Ausbildung aber weniger Zeit als in
den Versuchen der genannten Autoren. Die erste fortgeschrittene
Sklerose tritt nach 37 Tagen auf, wdhrend die genannten Autoren
Zeitspannen von Wochen bis Monaten nennen. Die Abb. 29-40 sollen
unsere Vorstellung iiber den Ablauf der Histopathogenese veranschau-

lichene.



I49

Erlduterungen zu den Abb, 29 - 40

Bei allen Abbildungen handelt es sich jeweils um Ausschnitte von

KM-Schnitten, die iiber weite Strecken in der wiedergegebenen Art

und Weise veridndert sind. Auch die Abb., 3% stellt einen Herd dar,

wie es in dem betreffenden Knochenmark mehrere gab.
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39
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(EF 0109/ 88)
(HE’ 25 x)

(EF 0109/568)
(HE, 100 x)

(EF 0109/545)
(HE, 100 x01)

(EF 0109/225)
(HE, 100 x01)

(EF 0109/195)
(HE, 54 x 01)

(EF 0109/137)
(HE, 40 x)

(EF 0109/225)
(HE, 40 x)

(EF 0109/140)
(HE, 40 x)

(EF 0109/140)
(HE’ 40 x)

(EF 0109/266)

Fibrosestadium O mit Odem sowie erweiterten

und gestauten Sinusoiden.

Fibrosestadium (+) mit Auftreten reticuldrer

und fibroblastoider Zellen im Odem.

Stadium + mit fibroblastoiden und fibrozytoi-
den Zellen und geringer Faserbildung, die in

der Silberfdarbung deutlich wird.

Stadium + mit Fibroblasten im Knochenmark.

Stadium + (+) mit faserig organisiertem lo-
kalem Odemherd, in dem Bindegewebszellen zu

erkennen sind,

Stadium ++. Zartes, junges Bindegewebe mit

Fibroblasten und jungen Fibrozyten.

Stadium ++(+). Reifere Fibrozyten mit Faser-

bildung.

Stadium +++. Dentliche Bindegewebsbildung

mit relativ wenigen, reifen Fibrozyten.

Stadium +++. Vollstédndige Fibrosierung durch

zellarmes Bindegewebe,

Stadium +++. Silberimpridgnation eines voll-

(Gomdrrhi,40x)sténdig fibrotischen Markes,

(EF 0109/1G0)
(Masson-Gold-

ner, 10 x)

(EF 0109/100)
(Kossa, 10 x)

Stadium ++++. Sklerosierende Fibrose mit Hid-
mopoeseinseln und von Fibrozyten gesdumten
Osteoidbdlckchen, in denen Osteozyten einge=-

schlossen liegene.

Stadium ++++. Sklerose mit sekunddrem Ge-

flechtknochen,
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5¢.3. Atiologie

Fiir die Atiologie der beschriebenen Knochenmarksveridnderungen gibt
es verschiedene Moglichkeiten, die aber offenbar alle in die

Durchblutungsstorung mit Exsudation miinden.

Es wurden als ausldsende Momente beschrieben:

1. Behinderung der Markdurchblutung (76)

2. Chemisch-toxische (78, 1, 79)

3. Entziindliche (46, 3)

4. Injektion von heterologen Antikérpern bzw. Antiseren (62, 69,
65, 44).

Welche Moglichkeiten aufgrund der Befunde und der Versuchsbedingun-
gen in unserem Modell in Frage kommen, soll im folgenden diskutiert

werden.

5¢3+1. Behinderung der Markdurchblutung

Es widre vorstellbar, dass durch die strahlenbedingte Knochenmarks-
schiddigung, die wit dem Versagen des SinusgefidBsystems verbunden
ist, eine Durchblutungsstérung zustande kommt, die unter dem pro-
tektiven Effekt der transfundierten Knochenmarkzelldl ausreichend
lange ein fiir die Entstehung einer Osteomyelofibrose giinstiges Mi-
lieu ausbilden kann. Es wdre anzunehmen, dass nur ein ganz bestimm-
tes AusmaB der Schddigung mit ganz bestimmten Eigenschaften des
Odems, die wiederum eine spezifische Sauerstoffspannung im Gewebe
bedingen, zur Ausbildung einer Fibrose fiihren. Fiir diese Annahme
wiirde die verhdltnismissig geringe Zahl unserer Fibrosetiere spre-
chen. Auch die Versuche Selyés (78) zeigen, dass es nur bei einer
ganz bestimmten Dosierung von Bleiacetat zur Fibrose- und Sklero-
seentstehung kommt., Eine solche Theorie wire natiirlich fiir die
Spdtfdlle unserer Fibrosen ausgeschlossen. Bei diesen Tieren wiren
es ev., Infekte, oder Immunreaktionen, die das Zustandekommen der

beschriebenen Milieubedingungen verursachen.
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Be3¢2. "Delayed rejection/reverting" - Theorie

Wie in Abschnitt 2.2. ausgefihrt, kann es nach Transfusion von
allogenem Knochenmark zum Untergang des zeitweilig funktionieren-
den Transplantates kommen, wobel entweder das Tier zugrunde geht,
da seine eigene Zellpopulation zum Ersatz der Spenderzellen nicht
fahig ist (delayed rejection), oder das Empfiangertier iiberlebt,
weil eigene Zellen an die Stelle des Transplantates treten (rever-

ting).

Wenn im Falle der "delayed rejection" das Versagen des Transplanta-
tes nicht pldtzlich eintritt, sondern sich mit einer Langsamkeit
entwickelt, die im Knochenmark das Zustandekommen von Parenchym-
nekrosen und GefdBschiden mit nachfolgendem Odem erlauben, so
konnte auf dieser Basis eine Fibroseentwicklung versténdlich wer-
den. Die Retikulumzellvermehrung widre dann als Ausdruck eines
frustranen Regenerationsversuches zu verstehen. Im Falle des
"reverting", das ja einen schrittweisen Ersatz der Spendertypzellen
durch Empfiangertypzellen bei zeitweiliger kxistenz beider Zellty-
pen nebeneinander darstellt, wire der Ausgangspunkt filir eine Fibro-
seentwicklung dadurch gegeben, dass die Empféngertypzellen zu einem
Zeitpunkt, wo die Spendertypzellen bereits. verschwunden sind, noch
nicht in der Lage sind, die Regeneration fortdauernd und ausreichend
zu libernehmen, was wiederum zu Parenchymuntergédngen, GefaBschidden
u.s.w. fihren kénnte. Die Verteilung unserer Fibrosetiere auf eine
Frithphase bis zu 40 Tagen nach Bestrahlung, was etwa der Zeitspan-
ne fiir eine "delayed rejection" bei Balner (5) entsprechen wiirde,
und auf eine Spidtphase jenseits des 70, Tages, Balners '"reverting"-
Phase, gibt dieser Interpretationsweise ihre Berechtigung. Hinzu
kommt, dass sich die einzige Rattenknochenmarkfibrose bei Balner

in einer Gruppe mit besonders hoher "delayed rejection" - Rate
befand. Das betreffende Tier war einer Behandlung unterzogen worden,
die 'unseren Versuchsbedingungen weitgehend entsprach. Es war ném-
lich mit 775 r bestrahlt und hatte 11108 allogene Knochenmarkzel-

len transfundiert bekommen.
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5¢3¢3, Immunologische Atiologien

Setzt man voraus, dass mit dem ilbertragenen Knochenmark auch im-
munologisch kompetente Zellen ilbertragen werden, die gegen den
Empfingerorganismus reagieren konnen (graft-versus-host-reaction,
van Bekkum 10, 11, u.a.), so wird eine immunologische Reaktion
als dtiologischer Faktor bei der Entstehung einer Osteomyelofi-
brose in unserem Versuchsmodell denkbar. Flir eine immunologische
Atiologie in unseren Fibrosetieren sprechen verschiedene Punkte.
So zum einen der Umstand, dass die eindeutigen Osteomyelofibrosen
nur in solchen Tieren auftraten, die allogene Knochenmarkszellen
erhalten hatten, zum anderen die KErgebnisse verschiedgner Autoren,
die mit heterolcgen AntikOrpern bzw. Antiempfangerknochenmarksse-
rum Fibrosen erzeugen konnten (40, 62, 65), dazu allerdings sehr
viel lidngere Zeit bendtigten, ndmlich Wochen bis Monate, widhrend
in unseren Tieren die Verdnderungen schon nach wenigen Tagen auf-
traten. Auch andere Autoren (70, 50, 19) arbeiteten mit immunolo~
gischen Modellen, kamen aber, wohl wegen zu kurzer Versuchsdauer,
nicht zu positiven Ergebnissen. Auch die Fibrinsternchen in eini-
gen unserer Pridparate, die Lennert (53) als Ausdruck einer Antigen-
Antikdrperreaktion deutet, wiirden fiir eine immunologische Atiolo-
gie sprecheny, Dem Einwand, diese Reaktionen seien in unserem Mate-
rial durch immunsuppressive Vorbehandlung der Suspensionen ausge-
schlossen, kann entgegengehalten werden, dass die Fibroserate un-
abhdngig von der Vorbehandlung in allen Gruppen anndhernd gleich
ist (Tab. 4), des weiteren, dass sich bei spdter durchgefiihrten
Untersuchungen herausstellte (8), dass Cortison etwa 4 Tage vor
Totung der Spendertiere und anschliessender Transfusion des Mar-
kes gegeben werden muss, um eine optimale Senkung lymphatischer
Zellen im Spendertier zu erreichen, so dass also in unserem Ma-
terial, wo Cortison erst unmittelbar vor Totung der Spendertiere
gegeben wurde, die beiden grdssten Gruppen, nidmlich dir Empfianger
von unvorbehandeltem und andererseits cortisonvorbehandeltem Kno-
chenmark, als hinsichtlich der Qualitdt iibertragener Zellen etwa

gleichartig betrachtet werden muss,

Der geringe Prozentsatz von Fibroseentwicklung liesse sich auf
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das verwendete Tiermaterial zuriickfiithren, bei dem es sich um einen
seit Jahren "at random" ingeziichteten Wistarstamm handelt, so daB
wahrscheinlich nur noch bei einem geringen Prozentsatz das geneti-
sche Muster einzelner Tiere von einer fiir immunologische Reaktio=-
nen ausreichenden Differenz ist. MOglicherweise ist es eine gemti-
sche Differenz ganz bestimmten AusmaBes, die bel der nachfolgenden
immunologischen Auseinandersetzung zur Ausbildung einer Osteomyelo-
fibrose fiihrt. Auch der Befund, daB bei den spidt auftretenden Fi-
brosen ein erhdhter Anteil von 1:1-Transfusionen vorlag, 1ld8t sich
im Sinn einer genetischen Beziehung verstehen. Wenn ndmlich bei einer
1:1-Transfusion Spender und Empfidnger genetisch stark differieren,
kommt es zu einer deutlichen graft-versus-host-reaction mit Todes-
folge fiir den Empfédnger, wadhrend bei guter genetischer Ubereinstim-
mung das Transplantat angeht und den bestrahlten EZmpfinger iliberle-
ben ldsst, Dieser Umstand spiegelt sich in den Mortalitdtskurven
von 1:1 transfundierten Tieren wieder. Sie weisen eine hohe An-
fangsmortalitdt auf bei relativ niedriger Gesamtmortalitdt (9).
Bei einer schwachen genetischen Differenz zwischen Spender und Empfén-
ger konnte es zu einer schleichend verlaufenden graft-versus-host-
reaction kommen. Filir das Vorhandensein eines "secondary-disease" im
Kollektiv der getoteten und dem der myelofibrotischen Ratten spre-
chen die Eosinophilie, die Leukocytose mit absoluter und relativer
Lymphocytose, die Infektionen sowie die Hautverdnderungen bei vie~
len Tieren. Andererseits konnte es beim Wiederaufbau des Empfénger-
immunapparates zu einer ebenfalls verhdltnismédssig schwach verlau-

fenden AbstoBungsreaktion seitens des Empféngers kommen.

Als immunologische Erkladrung des Fibroseph&nomens kommen verschie-

dene Mdglichkeiten in Frage:

5¢3.3%3.1. cytotoxische Reaktionen

Die immunkompetenten Zellen bilden gegen zellstédndige Antigene des
smpfangers Antikdrper. Im gegebenen Modell stellen Strukturelemente
der kmpfiangerzellen das Antigen dar. Wenn Antikorper auf Zellen
treffen, die die fiir diesen Antikorper antigenen Elemente aufwei-

sen, kommt es zur Anlagerung der Antikorper an die Zellmembran,
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was eine Stérung der Zellpermeabilitdt zur Folge hat, die meistens
den Zelltod und eine deutliche f£ntzilindungsreaktion nach sich zieht
(48, 23). Das morphologisch-histologische Substrat dieser Reaktion
umfasst nach Cottier (23) neben Hyperimie und kleinen Einblutungen
Zellunterginge, fibrinoide Verquellung sowie Nekrosen und ist in
unserem Material gegeben, wenn auch diese Veré@nderungen nicht ge-
gen dhnliche, allein als Strahlenfolge zu betrachtende Reaktionen
abgegrenzt werden konnen, Eine Einschridnkung erfihrt diese Theorie
durch den Umstand, dass in der Literatur selbst in einem erwiese-
nen Chimerenstatus bisher keine zirkulierenden Antikdrper nachge-

wiesen werden konnten.

5.3.3.2. Uberempfindlicinkeitsreaktion vom Spattyp

Wahrend eine cytotoxische Reaktion als ausldsendes Moment fir eine
Fibroseentwicklung vor allem, wenn auch nicht nur, im Rahmen der
friih nach Bestrahlung und Transfusion gefundenen Gruppe diskutiert
werden miiBte, kdme fiir die zweite Gruppe ein anderer Mechanismus

in Frage. Wie im Kapitel iiber die Grundlagen der Transfusion von
Knochenmark ausgefiihrt, kann es im Laufe der Zeit hinsichtlich

des Immunverhaltens des Empfédngers zu 3 verschiedenen Reaktionen
kommen: entweder entwickelt sich ein dauernd funktionstiichtiger
Immunapparat, der von Spendertypzellen getragen wird, oder es kommt
zu einem Status, in dem beide - Empfiadnger- und Spenderzelltyp -
nebeneinander, ohne gegenseitig zu reagieren, existieren, oder

es kommt, nach einer anfanglichen Situation, die einer der beiden
erstgenannten entsprach, zu einer Restitution des Immunmechanis-
mus ausschliesslich durch Empfangertypzellen, was gewissermassen
die immunologische Variante der "reverting -reaction'Balners (5, 4),
-die ja nicht zwangsldufig mit einer Immunreaktion verbunden sein
muss, darstellen wiirde. Es wdre auf der Basis dieser Vorgédnge
denkbar, dass widhrend der lahgsamen Erholung des empfangereigenen
Immunapparates Empféangertypzellen, vor allem lymphatische Elemente,
gegen Spendertypzellen sensibilisiert werden und dann mit dem An-
tigen, eben den Spendertypzellen, in Kontakt treten, was lokale Ent-
zindungen mit allen damit verbundenen Verédnderungen nach sich zie-

hen wiirde. Diese zellgebundene allergische Reaktion ohne AntikOrper
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im engeren Sinne wird Uberempfindlichkeitsreaktion vom Spattyp
genannt (23)., Die Ausbildung einer Fibrose oder Sklerose wire
dann als Ausdruck eines bestimmten AusmaBes dieser Reaktion zu

verstehen.

Dass eine solche Regeneration des empfédngereigenen Immunapparates
méglich ist, zeigen Untersuchungen von Cole und Garver (21), die
die langsame Erholung des Immunapparates in mit 500 r bestrahlten
Midusen bei gleichzeitiger Transfusion von Milzzellen beschrieben,
sowie Ergebnisse von Courteneay (24), die die Abhidngigkeit der
Immunsuppressivitdt von der Dosisleistung und der Gesamtdosis bei
einer Bestrahlung untersuchte und fand, daB bei einer Gesamtdosis
von 800 r bei einer Dosisleistung von 29r/min. ein allogenes Kno-
chenmarktransplantat. in Ratten nicht abgestossen wird, es aber 2zu
erheblichen Intestinalschddigungen kam. Dagegen wurden bei einer
Gesamtdosis von 2870 r und einer Dosisleistung von 0,28 r/min
weder Immunsuppression noch Intestinalschdden gefunden. Wir gaben
in unseren Versuchen meist 750 r bei einer Dosisleistung von eben-
falls 29 r/min. Obwohl die Ergebnisse aufgrund des unterschiedli-
chen Tiermaterials nicht ohne weiteres iibertragbar sind, widre es
immerhin denkbar, dass die Dosis von nur 750 r in unseren Tieren

einen langsamen Wiederaufbau des Empféangerimmunapparates zulédsst.

Zuletzt sei unter der Uberschrift "Immunologie" noch auf die Mdg-

lichkeit einer

5¢3+¢303. Autoimmunresktion

hingewiesen.

Cottier (23) nennt 3 Wege, die zu Autoimmunreaktionen fiihren kon-

nens

1o Wenn ICC Kontakt zu kdrpereigenen Substanzen haben, von denen
sie sonst getrennt sind, wie z.B. Cornea, Sperma, Milch.

2. Wenn ICE mit Antigenen zusammentreffen, deren Eigenschaften
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z.T. auch von korpereigenen Substanzen aufgewiesen werden, so
dass die gegen das Antigen gerichtete AntikOrperproduktion auch
diese Korperstrukturen in Mitleidenschaft ziehen wiirde.

3. Wenn durch Mutationen neue ICC entstehen, die sich gegen Koér-

perantigene richten,

Die zweite MOglichkeit auf unser Modell angewandt, wiirde bedeuten,
dass die iibertragenen ICC aufgrund der relativ engen genetischen
Verwandtschaft mit dem Empféngertier bei der Reaktion auf die Empfédn-
gerantigene Antikorper bilden, die sich auch gegen eigene - Spen-
dertypstrukturen - richten und Zelluntergang zur Folge haben., Es
wiirde sich hier gewissermassen um eine graft-versus-host -

kombiniert mit einer graft-versus-graft-reaction handeln.

Aber auch die dritte Moglichkeit wdre anwendbar, nur daB man an
die Stelle der Mutation den Ersatz des durch Bestrahlung ausgefal-
lenen Empféangerimmunapparates durch andere, allogene Zellen setzen
milsste, die gegen ihren Wirt reagieren. Diese Interpretation wiir-
de im Prinzip natiirlich eine graft-versus-host-reaction darstellen.
Auf dem Boden dieser immunologischen Ausldsung wiirde dann die patho-
genetische Entwicklung der Fibrose ihren Lauf nehmen, die man als
spezielle Spielform eines secondary disease auffassen kdnnte, wie
es auch Billingham tut, der nach Nierentransplantation unter der
Nierenkapsel bei Anwesenheit von Lymphozyten die Ausbildung von
Fibrosen beobachtete (16) und sie als Folge eines spezifischen

inflammatorischen Prozesses erklart.

Obwohl fiir keine der diskutierten Atiologien ein direkter und ein-
deutiger Beweis zu erbringen ist und unsere Reproduktionsversuche
nur zu geringen Erfolgen gefiihrt haben, sind doch unsere Befunde
in Verbindung mit Angaben in der Literatur eine ausreichende Ba-

sis, sich mit den erwdhnten MOglichkeiten auseinanderzusetzen.

5¢3¢3e4. Zusammenfassende Betrachtung der immunologischen Mog-

lichkeiten

Insgesamt sind wir geneigt, das Zustandekommen von osteomyelofi-
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brotischen Verdnderungen in unserem Tiermaterial auf immunologi=-
sche Geschehnisse zurilickzufiihren, wobei offenbar den Fibrosetie-
ren eine spezielle Reaktionslage, die zwischen der der gestorbe-
nen und der der iibeérlebenden, erst spidter getdteten Tiere stehen
miisste, oder Konstellation von Einzelfaktoren, wie libertragener
Zellzahl, Ausmass der Spender/Empfingerkompatibilitdt, Schwere

von Infektionen, Ausdehnung der Gewebsschidden und der strahlen-
bedingten bzw., reaktiven Verdnderungen im lymphatischen System
zukommt. Auf dem Boden dieser Kombination verschiedener Faktoren,
die sozusagen "fibrosespezifisch" widre, wiirde fir die Fibrosegruppe
der ersten 40 Tage nach Bestrahlung eine graft-versus-host-reaction
von uns fiir das Wahrscheinlichste gehalten, die eventuell mit Auto-
immunreaktionen im Sinne einer graft-versus-graft-reaction verbun-
den sein konnte. Natlirlich konnte man auch die graft-versus-host-
reaction schon als Autoimmunreaktion auffassen, wie Kaplan und
Smithers (47) oder Oliner et. al. (66) es tun, wenn man Empfinger
und Transplantat als Einheit betrachtet. Flir die Fibrosegruppe, die
spdter nach Bestrahlung auftrat, mochten wir eine host-versus-graft-
reaction nach dem langsamen Wiedererstarken eines empféngereigenen
Immunapparates fiir das Wahrscheinlichste halten. Aber auch eine ver-
z0gert verlaufende graft-versus-host-reaction, vor allem fiir die
1:1-transfundierten Fille, ist nicht auszuschliessen. Es muss noch-
mals betont werden, dass alle beschriebenen Reaktionen natiirlich
auch ohne Fibrosebildung ablaufen kdnnen, wenn sie ndmlich in Ab-
hdngigkeit von der Schwere und Dauer ihrer Verlaufsform zum baldi-
gen Tod ihres Tieres fiihren oder aber vom Empfédngertier iliberwunden

werden kdnnen,

5¢3%3.4. Bedeutung der Rattenmyelofibrose fiir das Verstdndnis

der klinischen Myelofibrose

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, durch eine Analyse des zur Ver-
fiigung gtehenden Tiermaterials die klinische, morphologische und
pathogenetische tbereinstimmung der Osteomyelofibrose in unseren
Ratten mit den entsprechenden Verdnderungen der menschlichen Ana-
_1ogerkrankung zu Uberpriifen, sowie zu einem reproduzierfdhigen

Versuchsmodell zu gelangen, mit déssen Hilfe mehr Licht in die Hin-
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tergriinde der menschlichen Osteomyelofibrose gebracht werden kdnn-
te. Zum dritten sollte versucht werden, Anhaltspunkte fiir die &tio-

logischen Mbglichkeiten bei dieser Erkrankung zu finden.

Speziell die M6glichkeit einer Autoimmunreaktion wiire fiir die Klinik
von Bedeutung. Die Entwicklung einer Osteomyelofibrose im Laufe
einer therapierten chronisch-myeloischen Leukédmie, wie z.B. Hunstein
sie beschreibt (45), widre dann in Parallele zu setzen mit Autoimmun-
komplikationen, die im Laufe der Therapie maligner lymphoprolifera-
tiver Erkrankungen mit Rontgenstrahlen oder alkylierenden Substan-
zen auftreten (Lewis, Schwartz, Dameshek 54). Oliner und Mitarbei-
ter (66) fiihren die Autoimmunreaktionen bei lymphoproliferativen
Erkrankungen oder beim systematisierten Lupus Erythematodes auf ge-
netisch aberrierte Lymphozyten zuriick, die aufgrund ihrer Verinde-~
rungen als allogene Zellen wirken und gegen das Wirtsgewebe Anti-
korper bilden. Mit dieser Interpretation stellt er die Beziehung
zur graft-versus-host-reaction in seinen mit allogenen Zellen trans-
fundierten und bestrahlten Mdusen her. Diese Betrachtungsweise
iibernehmend kann man auch die Osteomyelofibrose in unseren Ratten
als Autoimmunreaktion betrachten, die sich vor allem gegen das Bin-
degewebe des Knochenmarkes richtet und als Reaktion allogener immuno-
logisch-kompetenter Zellen gegen das Wirtsgewebe zu verstehen ist.
Plir eine Autoimmunreaktion sprechen auch die Befunde Qkabayashis
(65), der bei dem Versuch, experimentell ein dem Lupus Erythematodes

dhnliches Bild in Kaninchen zu erzeugen, Knochenmarkfibrosen fand.

Eine andere Moglichkeit fiir die Verdnderung des lymphatischen Sy-
stems ist nach Ansicht Oliners (66) die Mutation von Lymphozyten,
sei es spontan, durch Chemikalien, Virusinfekte oder ionisierende
Strahlen., Die Verdanderung solcher Zellen wdre wahrscheinlich mit
dem Verlust entsprechender Gene verbunden, so dass der Wirt sie to-
lerieren wiirde, die Zellen ihrerseits aber in der Lage widren, gegen
autologe Gewebe (Wirt) Antikdrper zu bilden. Dieser oder ein &hn-
licher Mechanismus kdonnte nach Ansicht Oliners, aber auch der an-
derer Autoren (54, 38, 27, 26) das Zustandekommen autoimmuner hé-
molytischer Andmien und anderer Reaktionen bei chronisch-lymphati-

schen Leukdmien erkldren. Ein solcher Mechanismus wédre auch in
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Organismen, die letal bestrahlt und mit allogenen Zellen transfun-
diert wurden, wie es in unseren Versuchen geschehen ist, denkbar,
wenn man annimmt, dass der Abwehrapparat im Laufe seiner Erholung
mutierte Lymphozyten, die als Produkt der Strahleneinwirkung auf-
zufassen widren, produziert, auf deren Antikorperproduktion hin
nicht nur die Spendertypzellen, sondern auch empfédngereigenes Ge-

webe geschéddigt wiirden.

Auch unter diesem Blickwinkel mutativer Vorgiange konnte man die
menschliche Osteomyelofibrose, wie sie bei Polycythdmia vera (83),
chronisch-myeloischer Leukimie (45) oder nach Ansicht Andrés und
seiner Mitarbeiter (2) in Zusammenhang mit Tuberkulose auftreten
kann, deuten. Stodtmeister und Sandkiihler (83) fiel iiber diese Zu-
sammenhdnge hinaus die gehdufte Angabe rheumatischer krkrankungen
in der Vorgeschichte von Patienten mit Osteomyelofibrose auf, was

wiederum einen Hinweis auf autoimmune Reaktionen darstellen koOnnte.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Lrgebnisse unserer Un-
tersuchungen an osteomyelofibrotischen Ratten, der Ansicht, dass
bestimmte Formen der menschlichen Osteomyelofibrose auch auf Auto-

immunreaktionen zuriickzufiihren seien, neues Gewicht geben.

Ein Versuchsmodell fiir die Untefsuchung osteomyelofibrotischer

Knochenmarksveridnderungen auf der Badis unserer Befunde konnte mit
geniigend hoher Reproduzierbarkeit bisher nicht entwickelt werden.
Jedoch werden weitere Untersuchungen in dieser Richtung durchge-

fihrt,
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