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Einleitung

1. EINLEITUNG

Arbeitshypothese: Die Maus liefert nur dann ein brauchbares Modell fiir die
experimentelle Hamatologie, wenn neben den zytologischen Entsprechungen zum
myeloischen System des Menschen bestimmte speziesspezifische Unterschiede in
der Blutbildung verstanden werden wie die Rolle der Milz fiir die Manifestation von

Leukdmien.

Beim erwachsenen Menschen befindet sich das blutbildende Gewebe als rotes
Knochenmark in den zentralen Anteilen des Skeletts also in Wirbelkdrpern, Rippen,
Brustbein, Becken, Schulterblatt und proximalen Anteilen von Oberarm- und
Oberschenkelknochen (Russel et al.,1966). Dieses rote Knochenmark ist ein weiches
Gewebe, das aus Blutzellen, ihren Vorlaufern und sog. Stromazellen besteht.
Zusammen mit Fettzellen und Blutgefalien ist es zwischen Knochenbalkchen
eingebettet sind. Die Blutzellen und ihre Vorlaufer reprasentieren in ihrer Gesamtheit
das myeloische System im Knochenmark.

Das Volumenverhaltnis von hamatopoetisch aktiven Zellen zu Fettzellen im roten
Knochenmark wird durch den Begriff Zellularitat ausgedrickt. Ein normozellulares
Knochenmark im Erwachsenenalter des Menschen enthalt 62 Vol.% + 11 Vol.%
hamatopoetische- und 26 Vol.% = 9 Vol.% Fettmarkanteile (Frisch und Bartl,1999).
Eine Hyperzellularitdt des Knochenmarks beim Menschen, d. h. eine erhebliche
Zunahme an blutbildenden Zellen im Knochenmark, sieht man reaktiv bei Zustanden
mit hohem Blutzellbedarf, wie z.B. bei hamolytischer Anamie und chronischer
Entzindung, oder bei neoplastischen Prozessen wie myeloproliferativen Syndromen
(reifzellig) und meist auch bei akuten Leukdmien (unreifzellig). Die gesteigerte
Produktion von Blutzellen unter solchen Bedingungen ist also verbunden mit einer
gleichzeitigen Reduktion der Fettzellen im Knochenmark (Carter und Jackson ,1962).
Zusatzlich zu der raumlichen Ausdehnung des blutbildenden Gewebes kommt es bei
den genannten reaktiven Knochenmarksprozessen noch zu einer Verkirzung der

Zellzyklus- und Reifungszeiten der Zellen. Eine extramedullare Hamatopoese z.B. in



Einleitung

Leber und Milz, wird aber bei hoher Blutzellproduktion von Patienten mit den

obengenannten Erkrankungen relativ selten gefunden.

Bei der blutgesunden Maus hingegen sind im Gegensatz zum Menschen die
Markraume fast vollstandig mit hamatopoetischen Zellen erfullt (Endicott und Gump
,1947; Brecher et al.,1948). Es finden sich also kaum Fettmarkanteile und das
Knochenmark ist natlrlicher Weise hyperzellular. Dieser Mangel an einer raumlichen
Knochenmarkreserve fur Zustande erhohten Blutzellbedarfs, wie z.B. bei Hamolyse
und akuter Entzindung, mag die besondere Rolle der Milz fur die Blutbildung bei
murinen Spezies erklaren.

Ein illustratives Modell fur die Rolle der murinen Milz zu Zeiten eines hohen
Blutzellbedarfs ist durch die hamolytische Anamie gegeben, wie sie nach
Verabfolgung von Phenylhydrazin auftritt. Diese Substanz ruft eine Hamolyse durch
Denaturierung von Hamoglobin und durch die Fragmentierung alterer Erythrozyten
hervor. Die erythropoetische Reaktion der Milz wird durch den plétzlichen Abfall des
Hamatokrits und die damit verbundene Ausschittung groRer Mengen von
Erythropoetin hervorgerufen. Die Milz erfahrt dabei eine Zunahme ihrer naturlichen
Groe um ein Mehrfaches, wahrend das Knochenmark nur malig reagiert
(Fredrickson und Harris ,2000). Die hamatopoetischen Zellpopulationen jedoch,
welche auf die  durch Phenylhydrazin induzierte Hamolyse reagieren und
erythrozytare wie megakaryozytare Marker expremiert, ist in beiden Organen
gleichermal3en vertreten (Vannucchi et al.,2000).

Auch fur praleukamische und leukamische Prozesse bei der Maus spielt die Milz
insofern eine ganz besondere Rolle als diese in dem Organ der physiologischen
extramedullaren Blutbildung beginnen sollen und auf dieses beschrankt sein kdnnen
(Perkins, 1989).

Im Gegensatz zur Situation beim Menschen sind also fur die hamatologische
Diagnostik bei der Maus nicht nur Material des Knochenmarks sondern auch der Milz
und Kenntnis ihrer GroRe erforderlich. Die histologische Beurteilung der Qualitat der
extramedullaren Hamatopoese in der Milz erfordert haufig einen besseren Zellerhalt
als er mit paraffinhistologischer Technik gegeben ist. Da auch die Leber unter

bestimmten Bedingungen eine extramedullare Blutbildung aufweisen kann, wurde
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auch sie in diese Untersuchung Uber das myeloischen Systems der Maus
eingeschlossen.

Will man die speziesspezifischen Besonderheiten eines Zellerneuerungssystems wie
es das myeloische darstellt, herausarbeiten, bedarf es experimenteller Eingriffe.
Diese wurden im vorliegenden Fall an der normalen und immundefizienten Maus
durch Knochenmarktransplantation mit transgenen Stammzellen im Heinrich-Pette-

Institut’ des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt.

Die vorgelegte morphologische Studie soll vor allem:

1. ein Beispiel fur die Leukdmiemanifestation in der Maus geben,

2. aufzeigen, wie sich bestimmte transgene hamatopoetischen Stammzellen in einem
immuninkompetenten Organismus nach Art einer ,Graft-versus-Host® Reaktion
verhalten,

3. die physiologischen Grundlagen fur die prinzipiellen Unterschiede im myeloischen
System von Maus und Mensch darlegen und

4. damit einen Beitrag zur vergleichenden Hamatologie liefern.

'Ich danke der Arbeitsgruppe um Professor Dr. med. Christopher Baum, frither Heinrich-Pette-Institut jetzt Medizinische
Hochschule Hannover, fiir die Uberlassung von Organproben zur morphologischen Untersuchung.
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2. MATERIAL UND METHODE

2.1 Stammzellexperimente

Im Heinrich-Pette-Institut wurden hamatopoetische Stammzellen mit verschiedenen
Markergenen transduziert, die auch in der Gentherapie und in der mit ihr in
Zusammenhang stehenden experimentellen Forschung benutzt werden. Diese
gentechnisch veranderten Stammzellen wurden zum einen nach Konditionierung
durch eine letale Ganzkdrperbestrahlung (Dosis 10Gy) mittels einer
Knochenmarkstransplantation (KMT) den Empfangertieren Ubertragen oder zum

anderen immunikompetenten Mausen transplantiert.

Bei den Transgenen handelte es sich um die verkirzte (“truncated” oder “deleted”)
Form des low affinity nerve growth factor receptor (ALNGFR) des Menschen,
welcher bereits in klinischen Studien mit T-Zellen angewandt worden war (Bonini et
al.,1997) und zwei Formen des CD34-Antigens des Menschen (hu CD34). Die beiden
hu CD34-Antigene bestanden aus dem kompletten Molekul, dem “full- length protein”
(hu fICD34), und einer naturlichen Splicevariante (“truncated”), welcher der
uberwiegende Teil der zytoplasmatischen Doméane fur die Signaltransduktion fehlt
(hu tCD34) (Fehse et al.,2000). Die Vektoren, welche fur diese Marker Gene
kodierten, hatten identische Kontrollelemente (Spleen focus forming virus particles
SFFVp, long terminal repeats LTR, murine embryonic stem cell virus MESV leader).
Sie wurden als replikationsdefekte Uberstande mit definierter Infektionsrate benutzt,
so ein bis zwei Integrationen der Vektoren in der Hauptmenge der transplantierten
Zellen hervorrufend (Fehse et al., 2000).

Erstaunlicherweise war der dLNGFR kraftig in B-Zellen einiger Mause expremiert und
nahezu Uberhaupt nicht in Erythrozyten. Um eine langfristige Beobachtung der
Hamatopoese aus dLNGFR markierten Stammzellen zu ermdglichen, wurden die
Knochenmarkszellen der primaren Empfangertiere gewonnen und in Serie weiter
transplantiert. Die Knochenmarkszellen wurden vor der Transplantation in weitere

Kohorten von bestrahlten (10 Gy) Empfangertieren gepoolt und entweder nicht
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selektioniert (NS Gruppe) oder aber auf der Basis von magnetischer Immunaffinitat
(magnetic activated cell sorting) angereichert (MACS Gruppe).

Bis zu 6 Monate nach Transplantation in bestrahlte (10Gy) Empfangertiere des
genetischen Typs CS57BI/6J waren die Expressionsraten von hu tCD34 und hu
flICD34 weitgehend konstant und vergleichbar gefunden worden (Li et al.,2002).
Damit war eine effektive Markierung von Progenitorzellen flr multiple Zelllinien oder

ein verlangertes Uberleben von Vorlauferzellen fiir einzelne Zelllinien anzunehmen.

Im Heinrich-Pette-Institut wurden transgene (hu t/fICD34) Milzzellen immun-
kompetenter Mause des Stammes (C57BIl/6J) immuninkompetenten ,non obese
diabetic/severe combined immunodeficiency disease® (NOD/SCID) Mausen
transplantiert. Die beiden CD34-Antigene dienten vor der Transplantation der
Zellanreicherung durch Immunaffinitat und MACS. Die Mause gliederten sich in die
Gruppen GMTR und GMFL, wobei G fur ,graft, M fir MACS, TR fur ,truncated” und
FL far ,full-length” stehen. Im einzelnen wurden die Milzen der Tiere mit hu fICD34-
(n=4) und hu tCD34- (n=4) transduziertem Knochenmark enthommen und ihre Zellen
uber MACS auf CD34 angereichert:
e hu fICD34: 1,5 x 10" Zellen nach MACS, von diesen 3 x 10° Zellen 4
NOD/SCID -Mause transplantiert
e hu tCD34: 1,1 x 10" Zellen nach MACS, 2,75 x 10° Zellen 4 NOD/SCID-
Mause transplantiert

In beiden Gruppen wurden FACS Analysen2 von Leber und Milz durchgeflhrt.

2.2 Paraffin- und Semidunnschnitthistologie

Knochenmark ist bei der Maus am besten postmortal aus den Femora zu gewinnen.
Jeder dieser langen Rohrenknochen enthalt im Normalfall in seiner zentralen Kavitat
rund 2x107 Zellen in Form eines Zylinders, der weitgehend frei von Knochentrabekeln

ist. Diese Zylinder wurden nach Langsspaltung des Knochens in toto herausgeloffelt,

> Die Analysen wurden durch Frau Dr. Claudia Lange und Herrn Priv. Doz. Boris Fehse in der Einrichtung fiir
Knochenmarktransplantation des Universitétsklinikums Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt. Ich danke fiir die Uberlassung
der Befunde. Leider konnten sie nicht mit den sehr viel weniger sensitiven immunzytochemischen Ergebnissen verglichen
werden.
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um Quetschpraparate zu erstellen, oder in situ fixiert, um einer weiteren

morphologische Aufarbeitung zugeflhrt zu werden.

2.21 Farbungen der Knochenmarkpraparate

2.2.1.1  Panoptische Farbung n. Pappenheim (=kombinierte May-Griinwald-
Giemsa- Fédrbung)

Die Quetschpraparate wurden nach Pappenheim gefarbt. Dazu wurden die
Praparate auf einer Farbebank mit konzentrierter May-Grunwald Lésung beschichtet.
Diese Lésung enthalt Methanol, sodass die Praparate wahrend des Farbevorgangs
fixiert werden. Nach 3 Minuten wurden die Losungen abgekippt und mit einer 1:1 mit
Aqua dest. verdunnten May-Grunwald Losung fur 1 Minute erneut Uberschichtet.
Anschliefend wurden die Praparate mit einer Giemsa-Ldsung fur 15 Minuten gefarbt

und danach mit Aqua dest. gespdlt.

2.2.1.2 Nachweis der alkalischen Leukozyten- Phosphatase; Leucognost®-
ALPA

Die alkalische Leukozytenphosphatase wurde mit dem Kit Leucognost® ALPA
nachgewiesen. Die alkalische Leukozytenphosphatase (AP) katalysiert die Hydrolyse
von Phosphatestern im alkalischen Milieu. Aus 1-Naphthylphosphat freigesetztes 1-
Naphthol wird mit einem Diazoniumsalz zu einem braunen Azofarbstoff gekoppelt der
entsprechend der Lokalisation und der Aktivitat der AP in der Zelle prazipitiert.

Die Gegenfarbung der Praparate erfolgt fur 5 Minuten in Mayers Hamalaunlésung.
Nach Blauung der Praparate unter flieRendem Wasser wurden sie in einer

aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und mit Eukitt eingedeckt.

2.2.1.3 Peroxidase Reaktion
Peroxidasen sind lysosomale Katalasen. Sie katalysieren durch die H-lonen des

Wasserstoffperoxids die Oxidation von Phenolen und aromatischen Aminen. Die
Peroxidase Reaktion dient dem Nachweis myeloischer Zellelemente d.h. aller Zellen
der neutrophilen- und der eosinophilen Reihe ab den Promyelozyten, die in ihren
Granula Peroxidase erhalten.

Die luftgetrockneten Knochenmarkpraparate wurden in einer Fixationslésung aus
Formol und unvergalltem 96%igem Alkohol im Verhaltnis 1:10 verdinnt und fuar 30

Sekunden fixiert. Die Praparate wurden dann in Leitungswasser und Aqua dest.
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gespult. Anschlielend erfolgte die Reaktion mit dem Peroxidase Reagenz fur 10

Minuten.

222 Farbungen der Paraffinschnitte
Auf einem Schlittenmikrotom wurden 4um dicke Paraffinschnitte angefertigt. Die

Schnitte werden mit Xylol und durch eine absteigende Alkoholreihe entparaffiniert.

2.2.2.1 Héamalaun- Eosin-Farbung
Die Schnitte wurden fur 3 Minuten zur Kernfarbung in Hamalaun nach Mayer gestellt,

danach in Aqua dest. gespult und anschlieRend fur 5 Minuten mit Leitungswasser
geblaut. Die Zytoplasmafarbung erfolgte mit 0,5%igem Eosin; Nach Spulung und
Entwasserung in einer aufsteigender Alkoholreihe wurde Uber Xylol mit Eukitt

eingedeckt.

2.2.2.2 Eisennachweis mit Berliner Blau Reaktion
Eisen lll-lonen werden mit gelben Blutlaugensalz (Kaliumhexacyanoferreat II)

nachgewiesen. Es wird nur ionisiertes Eisen Il erfasst, damit das Speichereisen im
Gewebe. Die entparaffinierten Schnitte wurden fir 15 Minuten in einer Loésung aus
2%igem Kaliumhexacyanoferrat |l (gelbes Blutlaugensalz) mit 1%iger HCI
(Salzsaure) inkubiert. AnschlieRend erfolgt die Kernfarbung fur 1-2 Minuten in
0,1%igem Kernechtrot.

Die Schnitte wurden dann in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und mit

Eukitt eingedeckt.

2.2.2.3 Immunhistologie
Verwendete Substanzen und Losungen

e ABC Kit Vectastain Ak 5000 1 Tropfen Losung A + 1 Tropfen LOsung
B/2.5ml TBS:ABC Komplex (Linavis, Wertheim)

o AP-Entwicklungsldsung 150ml 300mg Natrium-Nitrit+ 7,5ml Aqua dest.+
300u!l Neufuchsin+ 150ml Trispuffer pH 8,24+ 20-30mg Naphtol AS+ 750pl
Dimethylformaid+ 200ul Tween

e APAAP (Alkalische Phosphatase anti-Alkalische Phosphatase) (Dako,
Glostrup, DK)

e Dako Antibody Diluent (Dako, Glostrup, DK)

e Dimethylformamid  (Sigma- Aldrich Corp. St. Louis, MO, USA)




Material und Methode

e EDTA (Sigma- Aldrich Corp. St. Louis, MO, USA)

o EDTA-Puffer pH 8 0,37g EDTA (Sigma) ad. 1 Liter Aqua dest. , mit 1m NaoH
(Natronlauge) einstellen.

e Kaninchen-anti Ratte (Dako, Glostrup, DK)

e Kaninchen-Serum (Dako, Glostrup, DK)

e Levamisol (Sigma- Aldrich Corp. St. Louis, MO, USA)

e Mayers Hamalaun (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)

e Naphtol AS (Sigma- Aldrich Corp. St. Louis, MO, USA)

e NaCl (Kochsalz) (JT Baker,NJ, USA)

e Natrium-Nitrit (Sigma- Aldrich Corp. St. Louis, MO, USA)

e Neufuchsin (Sigma- Aldrich Corp. St. Louis, MO, USA)

e Trispuffer pH 7,6 30,29g Tris+43,55g NaCl+ ~100ml 2n HCI; mit 2n HCI pH

einstellen ad. 5 Liter Aqua dem.

e Trypsin (Biochrom, Berlin, Germany)
e Tween (Sigma- Aldrich Corp. St. Louis, MO, USA)

Nachweis des CD34-Antigens

FUr den Nachweis des CD34-Antigens wurden biotinylierte IgG1 Antikorper der Maus
gegen humanes Antigen (AHS3409) von Biosource Int.® verwendet. Dieses
Immunglobulin prazipitiert das 110kD CD34-Antigen.

Nach Entparaffinierung der auf Marienfeld Histoband® beschichteten Leber- und
Milzschnitte erfolgte eine Spulung in TBS-Puffer (pH 7,6) mit anschlieRender
Inkubation in einer 0,1%igen Trypsin/ TBS-Losung bei 37°C fur 10 Minuten. Ein
Reaktionsstop erfolgte durch Uberfiihrung der Schnitte in flieRendes Leitungswasser.
Nach erneutem Spulen in TBS-Puffer fir 2x5 Minuten, wurde der 1:10 verdinnte,
biotinylierte Maus-anti-Human CD34-Antikorper in einer feuchten Kammer Uber
Nacht bei 4°C inkubiert. Am zweiten Tag erfolgte nach der Spullung in TBS-Puffer,
zwecks Signalverstarkung durch Bildung eines Alkalischen Phosphatase Anti-
Alkakische Phosphatase-Komplexes (APAAP-Komlexes), die Beschichtung der
Schnitte mit APAAP fur 30 Minuten bei RT. Vor und nach der Inkubation mit
Vectastain ABC Kit AP fur 30 Minuten, wurden die Schnitte mit TBS-Puffer gespdlt.

Die 30 mindtige Entwicklung der alkalischen Phosphatase (AP) erfolgte unter
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Ausschlul® von Licht. Bei allen Milzpraparaten musste bei diesem Schritt zur AP
zusatzlich 60mg Levamisol hinzugegeben werden, da die endogene AP der Milz in
der Vorbehandlung nicht deaktiviert wird. Die Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte

mittels 1:1 verdunnter Hamalaunlosung fur 10 Sekunden.

Nachweis des CD3-Antigens

Das CD3-Antigen ist 16-28kDa schwer und besteht aus mind. 5 versch.
Polypeptidketten (Delta-, Epsilon-, Eta-, Gamma- und Zeta-Ketten). Das Antigen ist
eng mit dem T-Zellrezeptor (TCR) assoziiert (Clevers et al. 1988). Als solches wird
es auf Thymozyten, reifen T-Lymphozyten und NK-Zellen exprimiert.

Fir den Nachweis des CD3-Antigens wurden Kaninchen IgG1-k Antikdrper gegen
Ratte (NCL-CD3-12) von Novo Castra® verwendet. Diese richten sich gegen die
25kDa schwere Epsilonkette des CD3-Komplexes.

Die Entparaffinierung der Leber-und Milzschnitte erfolgte durch eine absteigende
Alkoholreihe. Die Schnitte wurden dann in EDTA-Puffer fur 5x2 Minuten in der
Mikrowelle vorbehandelt und anschlielend flr 20 Minuten abgekuhlt. Nach Spulen in
TBS-Puffer fur 3x5 Minuten, erfolgte die Inkubation mit Kaninchen Normalserum
(1:10 verdunnt) bei RT fur 30 Minuten. Direkt im Anschluss wurden die Schnitte mit
einem prim. AK bei RT fur 1 Stunde beschichtet und inkubiert. Die 30 minutge
Inkubation mit dem Kaninchen-anti-Ratte AK 1:200 bei RT erfolgte nach erneutem
Spulen in TBS-Puffer. Vor und nach Verwendung des ABC Komplexes wurde
gespult. Die Entwicklung der AP erfolgt unter Lichtausschluss fur 30 Minuten, wobei
bei den Milzschnitten hier ebenfalls Levamisol zur Deaktivierung der milzeigenen
endogenen AP benutzt wurde. Die Gegenfarbung der Zellkerne erfolgt mit

Hamalaun.

2.2.3 Einbettung in Epoxydharz und Farbung

Die Gewebsproben von Leber, Milz und Knochenmark wurden in 3%igem
Glutardialdehyd (Merck) in 0,17mol Natriumphosphatpuffer (Merck) fur 24 Stunden
fixiert. Die Nachfixation des Materials erfolgt mit 1%igem Osmiumtetroxid in 0,1mol

Natriumphosphatpuffer mit 0,1 mol Saccharose fur 2 Stunden. Anschliel3end erfolgte
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die Entwasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe und die Einbettung in
Glycidether (Serva). Semidunnschnitte (1 bis 2um dick) wurden aus den Blocken auf

einem Mikrotom der Firma Laica angefertigt.

2.2.3.1 Die Farbungen der Semidiinnschnitte
Toluidinblau Pyroninrot

Die Farbung der Kunststoffschnitten erfolgte mit Toluidinblau und Pyroninrot nach Ito
und Winchester (1963).

Berlinerblau Reaktion nach Perls

FUr die Berliner Blau Raktio mussen die Semidunschnitte enteponisiert werden.
Hierzu werden die Schnitte in eine gesattigte Natriummethylat-Losung (Merck) in
Methanol fur 10 Minuten gestellt. Danach wurden die Schnitte in einem Gemisch aus
gesattigtem Natriummethylat und Methanol/ Acetan 1:1 fir 5 Minuten gestellt.
AnschlieBend wurden die Schnitte mehrfach in Aceton gespult bis keine
Niederschlage zu mehr zu erkennen waren. Zuletzt wurden die Schnitte in einer
absteigenden Alkoholreihe bis zum Aqua dest. gefuhrt.

Nach Erwarmung einer Kaliumferrocyanid-Lésung auf 60°C und anschlieRender
Filtration derselben, erfolgte eine 15 minutige Farbung bei 60°C im Wasserbad.
AnschlieBend wurden die Schnitte in Aqua dest. gespult und die Kerne fur 10-45
Minuten in 0,1%igen Kernechtrot gefarbt. Nach Spulung in 1%iger Essigsaure und
Aqua dest. fir 3x1 Minute, wurden die Schnitte auf einer 40°C warmen Platte

getrocknet, kurz in Xylol getrankt und mit Eukitt eingedeckt.

2.3 Elektronenmikroskopie *
Fir die ultrastrukturelle Untersuchung wurden von den in Glycidether eingebetteten

Blocken Feinschnitte von 50-80nm Dicke mit dem Ultramikrotom Supercut 2050
(Reichert-Jung) angefertigt. Die Schnitte wurden mit Uranylacetat und Bleicitrat nach
Reynolds kontrastiert und mit dem Transmissionselektronenmikroskop von der Firma

Zeiss untersucht.

3 Frau Birbel Schifer und Herrn Klaus Siebert, Institut fiir Anatomie des Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf, danke
ich fiir die elektronenmikroskopische Aufarbeitung ausgewéhlten Materials.

10
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2.4 Morphometrie

Myelogramme von Semidunnschnitten wurden von farbigen Mikrofotographien
ermittelt, die mit einem 63er Olimmersionsobjektiv (SekundarvergroRerung 2,5x)
aufgenommen worden waren und als Diapositiv auf Papier projiziert wurden.
Klassifizierte Elemente wurden je nach Zugehdrigkeit mit unterschiedlichen
Farbstiften markiert und am Ende ausgezahlt. Megakaryozyten wurden zudem
entweder unter Zuhilfenahme eines MeRokulars direkt in den Semidinnschnitten
oder auf Mikrophotographien gezahlt und auf eine Flache von 1 mm? bezogen.
Paraffin- und Semidinnschnitte der Milz wurden mit dem Integrationsokular der
Firma Zeiss morphometriert. Ermittelt wurden die volumetrischen Anteile von roter
und weil3er Pulpa sowie der Hamatopoese in der roten Pulpa. Blastare Elemente der

Hamatopoese wurden auf alle kernhaltigen Zellen des jeweiligen Organs bezogen.

11
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3. ERGEBNISSE

3.1 Das Knochenmark der normalen Maus

3.11 Zellularitat

Im Begriff der Zellularitat drickt sich das Volumenverhaltnis von hamatopoetisch
aktiven zu Fettzellen im roten Knochenmark aus. Das Knochenmark zeigte im
Femur der Maus einen extrem hohen Zellgehalt (Abb. 3.1.1, 3.1.4, 3.1.6). Nur hochst
selten waren Fettzellen eingestreut. Das retikulare Gerlst des Knochenmarks, in
dem die hamatopoetischen Zellen und die Gefalde liegen, wird von sog. Stromazellen

und von Makrophagen bereitgestellt.

3.1.2 Gefale

Die spezifischen Gefalde fur die Ausschwemmung der differenzierten Zellen ins Blut,
sind die Sinusoide. Diese waren von sehr flachen Endothelzellen gesdaumt, die
elongierte Kerne mit maRig dichtem Chromatin aufwiesen. Die Sinusoide kdnnen
entweder aufgeweitet und von Erythrozyten erfullt (Abb. 3.1.1) oder aber von
proliferierenden Vorlauferzellen von auflen komprimiert sein (Abb. 3.1.4). An
BlutgefalRken waren aullerdem vereinzelte Arterien und einige wenige Arteriolen
anzutreffen. Loffelte man unter der Stereolupe das Knochenmark nach der Fixierung
aus der Cavitat des Femurs heraus, sah man haufig ein grof3es zentrales und in
Langsrichtung des Knochens verlaufendes Gefal3, das sich aufgrund seines
Angefulltseins mit Erythrozyten als eine zentrale Vene darstellte, welche die

Sinusoide drainiert.

3.1.3 Stromazellen und Makrophagen (Stz, MP)

Die Stromazellen lassen sich durch Nachweis der alkalischen Phosphatase (Abb.
3.1.3) und die Makrophagen durch die saure Phosphatase oder, wenn der
Eisenspeicher des Knochenmarks gefilllt ist, durch die Berliner Blau Reaktion (Abb.

3.1.4) selektiv darstellen. Beide Zelltypen waren von dendritischer Gestalt und

12
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erstreckten sich mit ihren schlanken Fortsatzen zwischen die Blutzellvorstufen. Die
Makrophagen enthielten als einen weiteren natlrlichen Marker neben dem
Speichereisen haufig kristalloide Einschlisse (Abb. 3.1.5, 3.1.11). Die Makrophagen
waren vor allem mit Erythroblasten assoziiert und phagozytierten ihre
ausgeschleusten Kerne. Als erythroklastische Elemente kénnen sie auch mit

phagozytierten Erythrozyten angeflllt sein und so im Sinuslumen liegen. Die

Stromazellen hatten vor allem Granulozyten und ihre Vorstufen in ihrer
Nachbarschaft.

[

Abb, 3.1.7 Das Knochenmark einer Balb/c Maus im Semidinnschnit,
Dis mysloischon Zeflen flen zusamman mit Gareetzellen und GefGRon de
Markriiume im Fermur volistiindig aus. Die Sinusoiden (5) sind mit Erythrozyten dicht
angefulli. Megakaryozylen (MEG) imponigren als Riesenzellen, Die Zellen der
Myslopoese aind in allen Reifestiufen vorhanden, Raife neutrophlie Granulozyten (NS),
Toluldinblau Pyroninnol. Vergr.: 1320x

13
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Abb, 31.1.2 Quaetachp des Knochemnmarks einer Balb'c Maus,
Die Zellen lisgen dicht beisinander. Die neulrophile Myelopoese ist in ihrén unréden Staden
durch Ringformen charakierisiert. Erythroblasten sind klein bis mitlelgrodl und won besonderer
Dichia des Kerns und Zyloplasmas. Plasmazellen (PLZ) fallen durch dis exzentrische Lage
des Kems und ihr basophiles Zytoplasma auf

Pappenheim Firbung. Vergr.: 2100x
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Abb, 3.1.3 Quetschpriparat des Knochenmarks elner Balb/c Maus,

Die Stromazellen des Knochenmarks sind durch sine Reaktion der alkalischan Phosphatase
dargesisill, deren Reaktonsprodukie in ihrer Dichte mi der Dicke des Praparats zunehmean
An gesigneten Stellen ist die dendritsche Gestalt der Stromazelien arkennbar,

Alkalsche Leukoczyten Phosphatase Reaklion Vergr.: 12320x%
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Durchiihrung einer Borliner Blau Roakfion.

Man siehi sinzeins Makrophagen mil wenigen zumeist geschnittenan  kesinen
Aus|Sufarn. im blassblau angelrbien Zyloplasma sind :Iml:-ﬂhllul Granula wund Scholian
enthalien. D Sinusoiden (5} enthalten kaum Erythrozylen und sind =27 von aullen
eingedalll [ — ).

Gegenfarbung mit Kemechirot Vergr: 1320
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Abb.3.1.5 Knochenmark der Maus im elektronenmikroskopischen
Bild.

Die Makrophagen sind nicht nur durch die Speicherung von Eisen,
higr in Form sehr elekironendichier Siderosomen erkennbar,

sondem haufig avch durch ihren Gehalt an nadelfdrmigen Zytoplasma
einschiiissen charakterisiert. Am unteren Bildrand links ain spater Pro-
monozyt und rechis eine Plasmazelle,

Uranylacetlat Bisicirat. Vergr.: siahe Malsiab

314 Die rote Reihe

Die Elemente der roten Reihe =zeigten die ausgepragteste Basophilie und
Pyroninophilie des Zytoplasma in den Ausstrichpraparaten bzw. den
Semidunnschnitten. Feinstrukturell nahm die Dichte des Zytoplasmas mit der
Hamoglobinisierung zu. Die Kerne der roten Reihe waren am starksten kondensiert,
wobei die Verdichtung des Karyoplasmas mit der Ausdifferenzierung zu

Normoblasten zunahm. Die Kerne waren weniger gerundet und unregelmalliger
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gestaltet als in der Erythropoese des Menschen und lagen auch haufiger exzentrisch
im Zytoplasma. Das Karyoplasma war bei den reiferen Formen ausgesprochen
grobschollig. Auch schwandt die Basophilie mit vollstandiger Ausreifung nicht
ganzlich, so dass anders als im Knochenmark des Menschen orthochromatische
Normoblasten nicht vorkamen. Im einzelnen lieRen sich die folgenden Elemente
entsprechend ihrer Reife differenzieren, wenngleich es alle mdglichen

Ubergangsformen gab.

3.1.4.1 Proerythroblasten (E0)

Sie waren in der Reihe am groften. Ihre locker strukturierten Kerne enthielten
Nukleolen. Sie lieken sich von Myeloblasten dadurch unterscheiden, dafly ihr
Kerngerust dichter und ihr Zytoplasma basophiler oder pyroninophiler bzw. reicher an
freien Ribosomen war (Abb. 3.1.6).

3.1.4.2 Basophile Erythroblasten (E1)

Diese waren etwas kleiner als die Proerythroblasten (Abb. 3.1.6). Die Kerne lagen in
ihnen gelegentlich exzentrisch und waren variabel konfiguriert. Das Chromatin war

sehr viel starker kondensiert als in der Vorstufe.

3.1.4.3 Basophile Normoblasten (E2)
Sie waren deutlich kleiner und das Chromatin war noch viel dichter als in den Kernen

der Vorstufen (Abb. 3.1.6, 3.1.7).

3.1.4.4 Polychromatische Normoblasten (E3)

Sie waren die kleinsten Elemente der roten Reihe (Abb. 3.1.6, 3.1.8) Ihre meist
runden oder ovalen Kerne waren besonders kompakt. Im Sinne der
lichtmikroskopischen Polychromasie enthielt ihr Zytoplasma Ribosomen allerdings

weniger als in den Vorlauferzellen.
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Abb.3.16 Das normale Knochenmark der Maus im
elektronenmikroskopischen Ubersichtsbild.

Einige der unterschiedlich differenzierten Zellen in den
verschisdenan Reihen sind gemall der Buchstaban-Zahlenfolge
(EQ-E3, MNO-M1, MO-M2) markiert, Am rechien unieren Bidrand
Ausschnitt ener sogn, enythropoetischen Insel mil enem zentral
gelegenan Makrophagen und Erythroblasten unterschiediicher Relfe.
Stromazelle (STZ). Makrophagen (MP).

ecsinophiler Granulozyt (Ees), Lymphozyten (LZ).

Uranylacetat Bleicitral. Yergr.: siehe Malsiab
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AbD.3.1.7 Knochenmarkausschnitt einer blutgesunden Maus.
Mebensinander lisgen zwei basophila Normoblasten (E2), kennilich
an lhren kondanskden FKamen wnd dem Relchium an frélan
Ribasomen im Zyloplasma. Links daneben Ausschnil aines Meutro-
Philen mdt mehr runden azurophien und hantetfdrmegen spezifischen
Granula,

Uranylacetat Bleicitral. Vergr.: siehe MaBsiab
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Al I.1.8 Knochenmarkausschrilt! eirier Blolgos widernr Maos.
Uniter aingm stabirmigen Granulozyian mil mehr runden acurophiden
und variabel kenfigurienen sporifischen Granula (M4) legl &n poly-
chromaiischer Erythroblast (E3). Diese kiainste und letzte Zelle dor
rotan Rede ol mimer noch relativ vels Ribosamen im Z2ytoplasma.
Uranylacetal Blekcirat. Vergr.: sieha Malstab

3.1.5 Die neutrophile Reihe

Aus der neutrophilen Reihe gehen die neutrophilen Granulozyten hervor. Eine
Besonderheit in der murinen neutrophilen Reihe stellen ringférmige Kerne dar (Abb.
3.1.2, 3.1.3, 3.1.9, 3.1.10), welche am haufigsten, da die ganzen Zellen und nicht
Schnitte von ihnen vorliegen, in Quetsch-und Ausstrichpraparaten in Erscheinung
traten (Abb. 3.1.2, 3.1.3, 3.1.9). Die Granulogenese begann in den Promylozyten,
indem sich Vakuolen mit granularem Inhalt verdichteten (Abb. 3.1.10). Diese Granula
stellten Azurgranula dar. Die spezifische neutrophile Granulation bestandt aus
kleineren variabel geformten und weniger dichten Granula (Abb. 3.1.7, 3.1.8, 3.1.12).

3.1.5.1  Myeloblasten (NO)

Aus Mpyeloblasten differenzierten sich Uber mehrere Zwischenstufen die
verschiedenen Granulozyten. Die Myelobalsten waren sensu strictu granulafrei und
enthielten im basophilen Zytoplasma einen locker strukturierten Kern mit ein bis zwei
deutlich erkennbaren Nukleolen (Abb. 3.1.6, 3.1.9, 3.1.11).
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3.1.5.2 Promyelozyten (N1)
Sie waren die grof3ten Elemente ihrer Reihe (Abb. 3.1.6, 3.1.9, 3.1.10). In ihnen

begann die Granulabildung. Der Kern war zumeist eingebuchtet und das Chromatin
an der inneren Kernmembran starker kondensiert als beim Myeloblasten. Die
Nukleolen waren weniger prominent und es konnte bereits im Zentrum des Kerns
eine kleine Zytoplasmainsel nachweisbar sein (Abb. 3.1.9, 3.1.10) als erstes Zeichen
fur das Phanomem der Ringstruktur von Kernen, welches besonders das myelo- und
metamyelozytare sowie das stabkernige Stadium auszeichnete.

Das Zytoplasma des Promyelozyten war noch kraftig basophil (Abb. 3.1.9), dass
heildt reich an Ribosomen (Abb. 3.1.10). Im Bereich des Golgiapparates war die
Basophilie des Zytoplasmas weitgehend ausgespart (Abb. 3.1.9). Das RER war

weniger weit gestellt als beim Promyelozyten des Menschen

3.1.5.3 Mpyelozyten (N2)
In den kleineren Myelozyten fiillte der haufig ringférmige Zellkern die Zelle immer

noch weitgehend aus (Abb. 3.1.9). Das schwach basophile Zytoplasma bildete einen
schmalen Saum um den Kern und flllte ein rundes bis ovales zentrales Areal

innerhalb desselben. Nukleolen waren nicht mehr erkennbar.

3.1.5.4 Metamyelozyten (N3)
Im Metamyelozyten hatte die Kondensation des Karyoplasmas weiter zu-und die

Basophilie weiter abgenommen. (Abb. 3.1.9).

3.1.5.5  Stabkernige Granulozyten (N4)
Unter weiterer Kondensation des Chromatins verschmalerte und kondensierte sich

dessen Kern (Abb. 3.1.9). Dadurch konnte er sich verdrehen und z. B. eine Acht
bilden.

3.1.5.6 Segmentkernige Granulozyten (N5)
Die Segmentkernigen hatten den starksten Grad an Chromatinkondensation und je

mehr Kernsegmente sich ausgebildtet hatten, umso weniger war die urspringliche
Ringform des Kerns noch nachzuvollziehen (Abb. 3.1.9, 3.1.11, 3.1.12). Im
peripheren Blut machten sie 5%-20% aller kernhaltigen Zellen aus und waren damit

deutlich niedriger konzentriert als im Blut des Menschen.
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Abb.3.1.9 Absirnchpriparat des Knochernmarks einer Balb'c Maus.,

Durch dis Praparation zersions Zallan liegen als Kermschattan vor. Die nevtrophils
Reina imponien durch ihre Ringformen, die sich erst in den mifen Granulozyten aufigsen,
Die Reihe ist von KO bis NS durch entsprechende Zahlen markier. Lymphozyten (L2},
D Promyelozyben (M1) zegen sine Ringform beow. lassan ein Golgield in der Kem-
bBscht erkannan

Pappanhetm, Vergr: 2100x
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Abb.3.1.10 Knochenmark einer normalen Maus im elektronen-
mikroskopischen Bild,

Spater neutrophiler Promyelazyt (M1) der Maws in so0g. Ringform,

Der zenirale Zytoplasmabereich enthall viebe, vor allem azurophile
Granula, die aus Vakuolen hanwrgehen, deren Inhall elakironen-
dichter wird. Beachte die deutliche Kondensation von Heterochromatin
an der innenen Kammambran im ansonsten locker strukturieran
Karyoplasma. Muklealus (M),

Uranylacetat BlaiciAral. Vergr: siehe MaBsiab
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Abb.3.1.11 Knochemmark elner normalen Maus fm
elektronenmikroskoplischen Bild.

Im Zentrum liegt ein Makrophage mit nadelférmigen kristalloiden
Einschlilssen. An seinem linken oberen Rand ein Myeloblast (ND)
an seinam rechien unteren ein Normoblast (E2/E2). In der rechten
unteren Bidecke befindetsich &in Promonozyt (M1). Dazwischen
einige Granulozyten in unterschiedlicher Reife.

Uranylacetal Bleicitrat. Vergr.: MaGstab
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Abb.3.1.12 Reifer segmentkerniger neutrophiler Granulozyt
(N5) aus dem Knochemmark der Maus im alaktronen-
mikraskopischen Bild.

Der Kern zeigt 5 Segmente. Golgi- Apparat (G). Die Granulation
bastehi aus meist nunden azurophilen Granula mit Vendichiung
ihrer Matrix und mehr langlichen Granula ohne derarige
Verdichiungen, die spezifische Granula darstellen dirfien
Uranytacetal Bleicitral. Vergr.: siehe Mafstab

3.1.6 Die eosinophile Reihe (Eos)

Im panoptisch gefarbten Ausstrichpraparat waren die reifen Eosinophilen sehr viel

schlechter als die des Menschen zu erkennen, da sie sich nicht deutlich granular und

eosinophil zu erkennen gaben sondern mehr diffus und braunlich angefarbt waren.

Im elektronenmikroskopischen Bild waren ihre verschiedenen Reifestadien eindeutig

gegen die Neutrophilen aufgrund ihrer deutlich gréReren Granula abzugrenzen (Abb.

3.1.6, 3.1.13, 3.1.14). Die eosinophile Reihe zeigte nur wenige ringformige Kerne.

Der eosinophile Promyelozyt hatte einen relativ locker strukturierten Kern, welcher

eingebuchtet war und Nukleolen enthielt. Die Granula waren rund und oval, von

wechselnder Elektronendichte und enthielten nur vereinzelt kristalloide Interna (Abb.
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3.1.13). Die weiteren Reifestadien waren durch eine zunehmende
Chromatinkondensation, Kerneinschnirungen und Granulareifung unter Ausbildung
kristalloider Interna gekennzeichnet. Der reife Eosinophile war zumeist mehrfach
segmentiert (Abb. 3.1.14). Im Differentialblutbild betrug der Anteil der Eosinophilen

ahnlich wie beim Menschen 1%-2%.

Abb.3.1,13 Eosinophiler Promyelozyt aus dem Knochenmark
der Maus im elektronenmikroskopischen Bild,

Dar Karn ist lockar strukturien und zeigl nur aina gennge Hetero-
chromatinkondensation an der inneren Kemmembran. Nukleolus (M),
Die groflen spazifischen Granula sind wechsalnd slekironendichi
und enthalten verainzelt kristalloide Interna als stabférmige
Verdichtungean.

Uranylacetat Bleicitral. Vérgr.: siaha Malstab
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Abb.3.1.14 Eosinophiter Granulozyt aus dem Knochenmark

der Maus im elektronenmikroskopischen Bild

Der Kem it 3fach segmentiert, Die vielfach vorhandenen knstallorden
Intema haben die Granula unterschiedich werfofm

Uranylacatat Blebciiral. Vergr.: siehe Malsiab

3.1.7 Die monozytare Reihe (M0- M2)

Der Monoblast (MO) entsprach hinsichtlich der Beschaffenheit von Karyo-und

Zytoplasma weitgehend dem Myeloblasten. Lediglich die Kernkontur konnte starkere

Unregelmaligkeiten aufweisen (Abb. 3.1.6). Bereits deutlich eingebuchtet war der
Kern des Promonozyten (M1) (Abb. 3.1.5, 3.1.6, 3.1.11). Die Granulation in seinem

Zytoplasma war sparlich und nahm auch bis zum reifen Monozyten (M2) nur wenig

zu (Abb. 3.1.5, 3.1.6, 3.1.15). Die Abgrenzung der monozytaren Reihe von der

neutrophilen wurde wie beim Menschen noch dadurch erleichtert, dass die

azurophilen Granula in Promonozyten und Monozyten deutlich kleiner waren als in

der neutrophilen Reihe. Bei der Maus war aber Kernform und Struktur sowie

Granulaarmut entscheidend fiir die Identifikation dieser Zellformen.
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Abb.3.1.15 Monozytdre Zelle aus dem Knochenmark der Maus
irm elektronenmikroskopischen Bild.,
Sie ist eine Ubergangsform zwischen Promonazyten und
Monozylen (M1-M2). Der iefeingabuchiete Kem anthilt noch einen
groBen Nukleolus (M), Die spezifischen Granula sind sparich.
Uranylacetat Bleiciral. Vergr.: siehe Maistab
3.1.8 Die Lymphozyten und Plasmazellen (LZ und PLZ)

Die mononuklearen Lymphozyten unterschieden sich von den Normoblassten durch
eine geringere Kondensation des Kernchromatins und eine geringere Basophilie des
Zytoplasmasaums (Abb. 3.1.6, 3.1.9). B-und T-Lymphozyten lieRen sich durch
Routinefarbungen nicht differenzieren.

Die Plasmazellen waren durch ihr basophiles Zytoplasma, in dem zumeist
exzentrisch ein relativ runder und radspeichenartig kondensierter Kern lag,

charakterisiert (Abb. 3.1.2). Elektronenmikroskopisch war dieser Zelltyp wie beim
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Menschen durch den Reichtum an RER ausgezeichnet (Abb. 3.1.5, 3.1.16).
NOD/SCID-Mause zeigten gegenuber ihren normalen Gegensticken bei sonst
unauffalligem Knochenmark einen deutlich verminderten Gehalt von Lymphozyten
und Plasmazellen jedoch keinesfalls ein komplettes Fehlen dieser Zellformen.

Par
V. Lt e i
Abb. 1.1.16 Plasmazolle aus dem Knochenmark dor Maus
im elektronenmikroskopischen Bild,

Das Chromatin i1 derarig an der mneren Kemmembrankonden-
sier, dass kichimikroskopisch ein sog. Radspeichankem vorstell-
bar ist. Das Zytoplasma enthalt in charakteristischer Weise ein
reich entwickeles rauhes endoplasmatisches Retikulum,
Uranylacetat Bleicitral. Viergr.: siehe MaBstab

29



Ergebnisse

3.1.9 Die Megakaryozyten (MEG)

Als Megakaryoblasten waren besonders grol3e Zellen blastarer Natur anzusehen. Die

reiferen und ausgereiften Elemente waren Riesenzellen mit irregular lobuliertem

Kern. Das Zytoplasma zeigte spezifische Granula und das Membranreservesystem
fur die Bildung der Thrombozyten (Abb. 3.1.17).

oy -

et L
N e i e W T

Abb.3.1.1T Megakaryozyt aus dem Knochenmark der
Maus im elektronenmikroskopischen Bild.
Der Kem der hyperploiden Riesenzells ist segmentier und
aingebuchtel. Das Zytoplasma ist reich granulier und enthal
Vesikel sowie Zystermen des rauhen und glatien endoplasmalischen
Retikulums neben amem gewundenen Hohlraumsystem, das die
Membranreserve flir die Formierung der Thrombozylen darsteli.
Uranylacetal Bleicitral. Vengr : siehe Magsiab
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3.1.10 Das Myelogramm

Bei der Differenzierung der Knochenmarkzellen stellten die Zellen der neutrophile
Reihe 30-40%, die rote Reihe etwa 20%-30%, Lymphozyten 20%-30% und die
Monozyten und ihre Vorlaufer 10%-20% aller Zellen.

Das Verhaltnis von Myelopoese zur Erythropoese, der M/E Gradient, betrug danach
ca. 2,5.
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3.2 Die Milz der normalen Maus

Die Milz der Nager hat neben der immunologischen und hamophagozytischen

Funktion auch noch eine hdmatopoetische. Die immunologischen Reaktionen laufen

in der weilken Pulpa (Abb. 3.2.1a, 3.2.1b), der Abbau von Blutkdrperchen sowie ihre
Bildung vor allem in der roten Pulpa (Abb. 3.2.1a, 3.2.1b) ab.

Abb.3.2.1a Milzgewebe einer normalen Kontrollmaus im Ubersichtsbild eines
Semidinnschnities.

Dile waike Pulpa imponberd als mullizantrsche Strukturen. Cie unlerschiediich brettan
Sirassen dazwischen stellen ds rote Milzpulpa dar.

Tolukdinbau Pyroninrol. Wengr.: 210x
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Abb.s.i fb lﬁityewaba wie in Abb. 3.2, fa bei stérkerer Vergrierung.
Am unteren Bildrand wolbt sich halbkreisformig eine perarerioldre lymphatische Scheide
(PALS) vor. Marginalzone (MZ). Rote Pulpa (RP) mit Trabekeln (Tr). Erthroblasten { mp),
Blassblaue Eryihrozyten (=$).
Vergr.: 840x

3.21 Die weiRe Pulpa

Ihre Farbe ruhrt her vom Zellreichtum und dem dadurch hervorgerufenen Farbton
des Gewebes an einem Schnitt durch das lebensfrische Organ. Das Grundgerist der
weillen Pulpa wird von fibroblastischen Retikulumzellen gebildet, welche die von
ihnen gebildeten retikularen Fasern umscheiden und ein unterschiedlich dichtes
Maschenwerk bilden, in dem sich die lymphatischen Zellen befinden (Yoshida et
al.,1993; Duillmann et al.,2000). Die T-Zellen sind in Nahe der Zentralarterie oder
Zentralarteriole angesiedelt und die B-Zellen in einer Auflenzone der sog.
periarteriellen lymphatischen Scheide (PALS). In dieser duReren B-Zone der PALS
formieren sich im Rahmen einer immunologischen Antwort die Lymphfollikel (Van
den Eertwegh und Claassen,1991). Die PALS-AufRenzone mit ihren Follikeln wurde
kontinuierlich von der Marginalzone umschlossen (Abb. 3.2.1b, 3.2.2). Diese ist die
Eintrittsstelle fur Antigene in der Milz und sie ist vor allem in lockerer Form von B-
Lymphozyten und Makrophagen besiedelt. Gelegentlich konnte man in der
Marginalzone auch Erythroblasten als Zeichen einer extramedullaren Blutbildung

finden. So zeigte die Marginalzone auch zytologisch ihre Mittelstellung zwischen
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weilder und roter Pulpa. Die follikelfreie AulRenzone der PALS kann Primarfollikeln
des Lymphknotens gleichgesetzt werden und ist nach dieser neuen Lesart von
Mantelzonen-B-Zellen besiedelt, welche auch den Mantel um die Keimzentren von
Sekundarfollikeln bilden (Fredrickson und Harris,2000).

Abb. 3.2.2 Milzgewebe diner Maus im Sermiddnnsehnifd,

Das Grenzgebiel zwischen perianedeller [ymphatischer Scheide (PALS). Marginalzong (MZ)
und rober Pulpa (RP). An der Oberfiliche der MZ ist ain periphéner Sinus (5) der RP in valler
Lange angeschnitien

Toluldinbiau Pyroninrot, Vengr,: 1320x

3.2.2 Die rote Pulpa

Die Farbe dieser Pulpa wird am lebensfrischen Organ durch den Reichtum an
Erythrozyten  hervorgerufen. Die Erythrozyten markieren zusammen mit
Trabekelanschnitten (Abb. 3.2.1b, 3.2.3. 3.2.5) die rote Pulpa auch am
histologischen Schnitt. Als Trabekel werden die Bindegewebssepten der Milz
bezeichnet, die von der Kapsel zum Hilum des Organ ziehen und die grofen
MilzgefalRe beherbergen. Die rote Pulpa ist Ort des Abbaus geschadigter oder
uberalteter Blutzellen, vor allem der Erythrozyten. Die erythroklastische
Makrophagen konnten bei der Maus mit zahlreichen phagozytierten Erythrozyten

angeflllt sein. Andere Makrophagen wiesen wie die des Knochenmarks multiple
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kristalloide Einschlisse auf. Nach dem Abbau von Erythrozyten kam es in den
Makrophagen zur Speicherung von Eisen (Abb. 3.2.4, 3.2.5).

Auch in der roten Pulpa, die sich in sog. Chordastrange und Sinusoide gliedert, wird
das Grundgerust von fibroblastischen Retikulumzellen gestellt. Diese spannen sich
zwischen den Sinusoiden aus und in ihrem Maschenwerk liegen die freien Zellen der
Chordastrange. Das sind zum einen die Makrophagen und zum anderen die
zellularen Elemente des Blutes, die durch den teilweise offenen Milzkreislauf in die
Chordastrange beférdert wurden. Mit den Sinusoiden beginnt der vendse Schenkel
des Kreislaufes in der Milz. Vitale Blutzellen der Chordastrange konnen uber Poren
zwischen den langgestreckten Endothelzellen die Sinuswand passieren und wieder
Anschluss an die Blutzirkulation gewinnen. Gelingt ihnen dieses nicht, weil sie
geschadigt oder Uberaltert sind, fallen sie der Phagozytose anheim.

Innerhalb der Chordastrange fandt die splenale Hamatopoese statt. Megakaryozyten
konnten als ihr Zeichen Uber die gesamte rote Pulpa sehr locker verteilt sein.
Erythropoetische Zellen bildeten, wenn vorhanden, kleine Nester (Abb. 3.2.1b)
gelegentlich in Analogie zum Knochenmark mit einem zentral gelegenen
Makrophagen. Die splenale Hamotopoese war vor allem in der subkapsularen roten
Pulpa zu finden (Abb. 3.2.6). Die Myelopoese bevorzugte als Ort ihrer Proliferation
die Nahe von Trabekeln. Unter physiologischen Bedingungen war die splenale
Hamatopoese nur gering ausgepragt. Sie zeigte sich vor allem durch die Prasenz
von Megakaryozyten und Erythroblasten (Abb. 3.2.5, 3.2.6). Die Megakaryozyten
waren auch am Paraffinschnitt leicht zu erkennen. Eine gering ausgepragte Erythro-
und/oder Myelopoese, wie sie unter physiologischen Bedingungen gegeben ist,

konnte histologisch nur in Semidinnschnitten identifiziert werden.
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Abb.3.2.3 Milzgewebe siner Balb/c Maus im Ubersichishild eines Paraffinschniites.

In der PALS isi die Lagerung der Lymphozyten besonders dichl, Die breilen Strassen roter
Pulpa reichnen sich durch Schaltiprofile von Trabaken (Tr) und durch den Reichium an
Erythrozylen (rOtEche Anlede) aus,

Paraffinschnitt. H.E. Vergr.: 430x

- i &

Abb I 2.4 Paraffinschnitt der Milz einer Balb'c Mawvs nach Dorchfdhrung elner Berfiner
Bilau Reaktion (BBR).

Dim BBR isl in dunkaliblauer und granuliner Foom besondons ausgepriig! in der rolen Pulpa
Auch die weidks Pulpa anthill slsaenposiiive Makrophagen, Hallblau angefirt formioren sich
diese pwischen PALS und Marmginalzons als sog. marginake Metallophile, Diese ausgeprigle
Emaenliberadung der Milz dirfie nicht nur durch den Abbau von Erythrozyien, sondem auch
durch den Eisanmeichium des Terfuliers bedingl sein,

Bariner Blau Reaktion. Wergr.: Bd0x
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Abb.3.2.5 Ausschriftt aus der refen Pulpa einer el efsendbenisdenen MIE
“Yon der linken unteren zur rechien cberen Bideckes zieht oin Trabakel.
Makrophagen und lhre Forisdtes haben sich durch sine
darmgestellt

Erythroklastische
Berdiner Blau Reaktion Beideamnswits des Trabekals finden sich jeweils ain
Megakaryozyt, Vom oberen ist der Kern nicht angeschnitten.
Baerliner Blau Reaktion. Vergr.: 1320x
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Abb.3.2.6 Milzgewebe einer Kontrellmaus im
Semidiinnschnitt

Unmittelbar unter der Kapssl sind die Zellen locker

angecrdnet, Dort findet man neben Lymphozylen
einzelne Zellen der Myelopoese und am rechten Bildrand

ainan Magakaryozyten (MEG) ohne angeschnittenan Kerm.

Zur Organmitte begen dia Zellen dichtar, Hier handelt as
sich bei den stark angefirbben Zellen um Erythroblasten
Toluidinblau Pyroninrot. Vergr.: 1320x

3.2.3 Quantitative Milzdaten

Die Milzen von Kontrolltieren wogen 110-120 mg. Bei der volumometrischen Analyse

von Schnitten dieser Milzen hatte die weille Pulpa einen Volumenanteil von 20%-

30% und die rote einen solchen von 50%-75%. In der roten Pulpa machte die

normale Hamatopoese einen Volumenanteil von ca. 5%-10% aus.
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3.3 Leukamieentwicklung nach
Knochenmarktransplantationen mit transgenen
Stammzellen*

Murine Stammzellen, in deren Genom mit einem replikationsdefekten retroviralen
Vektor das Markergen hu dLNGFR geschleusst worden war, wurden nach
Konditionierung der Empfanger durch Ganzkorperbestrahlung (10 GY) transplantiert.
Die 5 primaren Empfangertiere erlangten einen normalen Blutzellstatus, normale
Milzgewichte und blieben in einem Beobachtungszeitraum von 28 Wochen klinisch
gesund. Das Knochenmark dieser Tiere wurde gepoolt und in gleicher Weise weiter
auf 10 Empfangertiere transplantiert. Diese nachste Kohorte von Mausen bestand
aus zwei Gruppen. Die eine hatte auf der Basis von magnetischer Immunaffinitat
angereicherte Knochenmarkzellen (MACS-Gruppe), die andere nicht selektionierte
Zellen (NS-Gruppe) erhalten. Alle Tiere entwickelten innerhalb von 22 Wochen

Erkrankungen des myeloischen Systems bis hin zur akuten Leukamie (Li et al.,2002).

3.3.1 Blutbefunde

Es traten die in Tabelle 1 aufgelisteten Blutbildveranderungen auf. Alle Tiere waren
anamisch, 2 nur leicht, 4 von ihnen jedoch ausgepragt mit Hamoglobinwerten
zwischen 7,2 und 9,5 (g/dl). Lediglich eine Maus wies eine normale Konzentration
der weillen Blutkérperchen im peripheren Blut auf. Jeweils 4 Tiere waren
leukopenisch bzw. leukozytotisch, wobei die Leukozytose haufig mit dem Auftreten
von Blasten im Blut einherging (Abb. 3.3.1). Am massivsten war die

Ausschwemmung von Blasten im Fall der starksten Leukozytose.

“Die Experimente und ihre Ergebnisse beruhen auf der Publikation Li et. al (2002). Ich danke Herrn Dr. Zhixiong Li fiir die
Uberlassung der himatologischen Daten (Blutwerte, zytochemische Befunde und Milzgewichte). Die unpubliziert geblieben-
en morphologischen Befunde wurden fiir diese Studie reevaluiert, morphometriert und durch eine elektronenmikroskopische
Untersuchung des Knochenmark erweitert.
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Tabelle 1 Hamatologischer Status und Diagnose von 10 Mausen, die als sekundare
Empfangertiere “gepooltes”, hu dLNGFR transduziertes Knochenmark von 5
Spendertieren erhalten hatten. Die ,gepoolten® Knochenmarkzellen waren entweder
auf der Basis von magnetischer Immunaffinitat angereichert (MACS-Gruppe) oder
nicht selektioniert worden (NS-Gruppe).

Gruppe Maus Blut Diagnose
Hb WBC PLT |Blasten
[g/dI] [10°u] | [10°u1] | [%]
Maus 1 7.6 19 12 59 AML M5 '
Maus 2 12 8.4 560 0 Weitgehend
blutgesund
MACS Maus 3 10,4 24 44 2 AML M5 '
Maus 4 10,8 4.4 28 0 Praleukamie
Maus 5 7,2 5,2 16 1 AML M5
Maus 10 10,6 5,9 283 n.b. Praleukamie 2
Maus 11 n.b. n.b. n.b. n.b. Praleukamie 2
NS Maus 12 12,5 17 350 n.b. AML M5 °
Maus 13 8,5 178 28 >50 AML M5 '
Maus 14 9,2 10 32 n.b. AML M5’
Normalwerte 13,3 +/-0,2| 11,43 +/- 1,04 | 700- 1200 0

' Im Heinrich-Pette-Institut waren die leukamischen Zellen mit einer insignifikanten
Myeloperoxidasereaktion und mit mehr als 40% positiven Zellen fiir die unspezifische Esterase als
AML M5 (entsprechend der FAB-Klassifikation) klassifiziert worden.

2\/on den Mausen 10 unde 11 lagen keine Organproben vor. Die Diagnosen waren im Heinrich-Pette-
Institut gestellt worden.

n.b.= nicht bestimmt
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Abl.3.3.1 Loukozytenkonrentraf dos Blutes von Maus 1,

Das Bild wird von blastiren Zellen bestimmi, dersn vanable Kemkoniur im Ausstrich-
praparal nicht immer deutlich erkennbar ist. Im Zentrum llegl ein atypischer Promonozyt,
Maben dien Blasten kommen vweraineclt klein bls mittelgrote Lymphozyten, Granulazyten
und Monozylen wor,

Pappanhaim Farbung. Vergr.: 2100=. Original Priv.Doz. O, Li

3.3.2 Milzbefunde

Am augenfalligsten fur die Diagnostik und Klassifizierung der hamatologischen
Veranderungen waren die Milzbefunde der erkrankten Mause, insbesondere die
Semidinnschnitte dieser Organe, weil sie viel massivere Veranderungen als die
entsprechenden Knochenmarkspraparate aufwiesen.

Alle Mause in der MACS-Gruppe (Tabelle 2) wiesen eine Splenomegalie auf, die bei
2 Mausen mit Milzgewichten von 130mg und 170mg moderat blieb und bei den

Ubrigen 3 Tieren das drei- bis annahernd vierfache der Norm erreichte.
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Tabelle 2 Morphometrische Analyse der Milz von Mausen der MACS-Gruppe

Maus | Gewicht| WeiBe Pulpa Rote Pulpa Blasten| Diagnose
Gesamtanteil| Hamatopoese
[mg] [Vol%] [Vol%] [Vol%] [%]
Maus 1 410 10 90 78 42 AML M5
Maus2| 170 38 62 54 4 | Weitgehend
blutgesund
Maus 3 350 5 95 94 14 AML M5
Maus 4 130 54 46 39 8 Praleukamie
Maus 5 370 30 70 66 29 AML M5

In der Gruppe nach Transplantation von nicht selektionierten Knochenmarkzellen

(NS) war nur in einem Fall das Milzgewicht in der Norm, zwei Mause zeigten eine

mafige Splenomegalie und die beiden anderen betrachtliche OrganvergroRerungen

mit Verdoppelung bzw. Verfunffachung des zuldssigen Gewichts (Tabelle 3).

Tabelle 3 Morphometrische Analyse der Milz von Mausen der NS-Gruppe

Maus | Gewicht| WeiBe Pulpa Rote Pulpa Blasten| Diagnose
Gesamtanteil | Himatopoese
[mg] [Vol%] [Vol%] [Vol%] [%]

Maus 10 160 n.b. n.b n.b. n.b. Praleukamie
Maus 11 170 n.b. n.b n.b. n.b. Praleukamie
Maus 12 120 50 46 41 25 AML M5
Maus 13 590 12 88 87 80 AML M5
Maus 14 240 31 69 66 15 AML M5

n.b.= nicht bestimmt

Allen Milzen mit eindeutig leukdmischem Befall gemeinsam war der Reichtum an

blastaren Zellen, der am ausgepragtesten in den vergrof3erten Organen zu finden
war (Abb. 3.3.2, 3.3.3).
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Abt. 3.3.2 Ubersichisbild aus dor Milz von Maus 1 im Paraffinschnitt,

D weaille Pulpa, kenntlich an dichigelageran Lymphozyten, wekche eina blaukche
Anfarbung bedingen, ist aufl Kleine Inseln stark reduzier. Die rote Pulpa 51 von blastiren
Zallon erfill, dis bessar in einem Semidinnschniil (Abb. 3_3.3) zur Darstabiung kommaen.
Paraffinschnitl. H E. Vergr.: 420x

P Ao ol T I
ﬁ} o Sl R

R :'_;1_; AL q‘:‘ Pl li-
-:n--l -~ 'q"' g -'. k \: oL b ‘ -t
e e B i B
ﬁﬁhﬂ?ﬁfﬂt ' Q' ‘:‘ # ;h_fa 2
- L = i ] i .
ie #"“* P - i'aiﬁ.r e

5,2y SPRGY S0 Y
'l- ; 1

i ‘!' l'-a : 4
o, l"‘ Gava %l S e i
Abb.3.3.3 Ausschnitt aus der roten Pulpa der Milz von Maus 1 im Ssmidiinnschnitt.
Blastare Zellen mil lockeren und vanabel konfigunieren Kemen, die Nukleolen enthalten,
bastimmen das Bikd.

Tolldinblau Pyroninml. Vergr.: 1320
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Die massivsten Organomegalien waren in der Regel mit einer weitgehenden
Ruckbildung der weilden Pulpa verknupft, so dass als schwerwiegendster Befund das
Milzgewebe fast zu einer ,Reinkultur” von Blasten transformiert war (Abb. 3.3.4). Die
Blasten wiesen locker strukturierte und variabel konfigurierte Kerne mit prominenten
zum Teil an der Kernmembran gelegenen Nukleolen auf (Abb. 3.3.5). Ihr Zytoplasma
war vakuolisiert. In einer der Milzen war die Infiltration der roten Pulpa mit Blasten
kombiniert mit einer ausgepragten extramedullaren Erythropoese (Abb. 3.3.6, 3.3.7).

Fur einen praleukamischen Status sprachen als Milzbefunde eine  maRige
Splenomegalie, eine maRige Vermehrung der Blasten zwischen 5% und 10% und
eine hamatopoetische Expansion der roten Pulpa wie sie bei Maus 4 kombiniert
waren (Abb. 3.3.8a und 8b, 3.3.9). Die Milzbefunde waren mit mindestens einem
weiteren Kriterium des Knochenmarks und des Blutes kombiniert. Die geringste
Milzveranderung bestand in einer Steigerung der extramedullaren Hamatopoese
(Abb. 3.3.10). Im Semidunnschnitt dieser Milz fanden sich jedoch aufllerdem
vereinzelte Insel von Blasten als frihester Hinweis auf eine mdgliche Entwicklung in
Richtung Praleukamie (Abb. 3.3.11).

Abb. 334 Leukdmisch transformiertes Milzgewebe von Maus 13 fm
Semidiinnschnittbild,

Blastire Zelien beherrschen das Bild,

Toluldinblau Pyroninrol. Vengr.: 1320x
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L ey

Abb.3.3.5 Milz von Maus 13 im elektronenmikroskopischen Bild.

Der Feinschnitt ofenbart die meist varable Kernkontur der Blasten, ihr lockeres Karyoplasma
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Abb. 3.3.6 Milzgewebe von Maus 14 im Semiddnnschnift,
Blasten und monozytokde Zellen bestimemen im Zentrum das Bid. Am rechten unferen Rand
liegen wiebe Erythroblasten, kenntlich an thren kompaktan Kemen. Als weiteres Zelchen einar
splenalen Himatopoese findel sich ein Megakaryozyl (MEG).

Toluidinblau Pyroninrot. Vergr.: 1320x
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J { o g
Abb.3.3.7 Elektron pischer Aussechnitt aus der Milz

vion Maus 14,

In der Milz sind zahireiche Erythroblasten nachzuweisen, die an fhren
kompakten und unregeiméafig konfigurierten Zellkemen im einam
elektronendichten Zytoplasma erkennbar sind.

Uranylacetat Bleicitrat. Vergr.: siehe Malistab
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Abb.3.3.8a Milzgewebe von Maus 4 in der Ubersicht eines Semidinnschnitts.

Dile normale Milzarchitektur st aufgehoben. Die rote Pulpa st erfilt von Erythroblastien
und verstreuten karyozylen,

Toluidinblau Pyroninrot. Viergr.: G40

Abb. 2.2.80 Ausschaift aus dem Zentrum von Abb, 3.4.8a,

Die AusschniftsvergriBerung Bild 1Asst dis Megakaryozylen, Envihrobiasian
und Blasten bossoer erkennen,

Toluidinblau Pyreninrol. Vergr.: 1320x
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Abb.3.3.9 Ausschnitt aus der rofen Pulpa von Maus 4,

In der Bildmitte eing Akkumulaiion von Blasten. Rechis davon &in Areal mif
ausgeprigier Eryihroposse,

Toluidinblau Pyroninnot. Vergr,; 1320x

E a

Abb. 3.3.10 Milzgewabe von Maus 2 in dor Ubersicht aines Semiddanschinittes,

Die Milzarchitekiur ist partiell erhalfen. In der reten Pulpa, besonders in  ihrer Perphernia
gegen die weille Pulpa imponigéren dunkeiblau gefirble Berirke die erythropoetischen
Arsalen antsprachon.

Paraffinschnitl. H.E. Vergr.: 420x
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Abb.3.3.11 Ausschmitt aus der roten Pulpa von Maus 2 im Semididnnschnitt,

im Zentrum des Bildes Begt eine kieineg Ansammiung blastirer Zellen.
Toluidinblau Pyroninrot Vergr.: 1320

3.33 Knochenmarkbefunde

Von jedem Tier in der MACS-Gruppe konnten Semidiinnschnitte des Knochenmarks
im Vergleich zu solchen der Milz heran gezogen werden. Dabei war festzustellen,
dall selbst in den Fallen, in welchen das Milzgewebe eine sog. blastische
Transformation zeigte, die Vermehrung von Blasten im Knochenmark in Grenzen
blieb (Tabelle 4, Abb. 3.3.12 bis 3.3.16). Als durchgangiste Veranderung des
Markorgans waren urspringlich eine Reduktion der erythropoetischen Anteile mit
einer Steigerung des Verhaltnisses von Myelopoese zur Erythropoese (M/E-
Verhaltnis) aufgefallen. AuRerdem war aufgefallen, dass die Megakaryozyten, mit
Ausnahme von Maus 5 kaum quantitative oder qualitative Veranderungen zeigten.
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Tabelle 4 Morphometrische Analyse der Semidinnschnitte von Knochenmark der
Mause in der MACS-Gruppe

Maus M/E Blasten Monozytoide Megakaryozyten Diagnose
Verhéltnis | [%] (Atypische Pro- und [%] [/mm2]
Monozyten [%])
Maus 1 6,3 13 60 0,5 107 AML M5
Maus 2 2,2 7 30 07 170 Weitgehend
blutgesund

Maus 3 4,8 10 50 1,5 215 AML M5
Maus 4 5,8 10 65 1,2 187 Praleukamie
Maus 5 6,2 5 57 0,3 80 AML M5
Kontrolle 2 2 0 0,6 81 Kontrolle

Erst die hier vorgenommene morphometrische Analyse (Tabelle 4) der
Semidunnschnitte (Abb. 3.3.12 bis 3.3.16) und die elektrononenmikroskopische

Analyse (Abb. 3.3.17, 3.3.18) deckten das Vorhandensein grof3erer monozytoider
Zellpopulationen bei AML wie Praleukamie auf .
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Abb.3.3.12 Knochenmark von Maus 1 im Semidilnnsehnitt
Das Bild erschien im Gegensalz zu dem der Milz (vergleiche Abb, 3.3.3) per se nichl
leukimieverdiichlig. Die Enyihropoess isl als sin myelodysplastisches Zeichen deutlich
reduzien.

Tedudinblau Pyraninrod. Vengr.: 1320x

Abb.3.3.13 Das Knochemmark von Maus 2 im Sermiddnnsc i,
In seiner zelluldren Zusammensetzung ist das Bikd unauffallig,
Todukdinbdau Pyroninrol. Vengr.: 1320x
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Abb,2.3.14 Das Knochenmark von Maws 3 im Semidilnnschnit.
Das Knocheanmark spricht bet lichimikreskopischer Betrachiung in setner Bunthell per se
michl fir das Vorliegen einer akuten Leukimie, Aulfiilg =1 die Reduktion der Erylhiopoese,
Tolidinblau Pyroninot. Wergr. 1320

il _:2_1 ,qj-'"".:'l-.
Abb.J3.3.15 Das Knochernmark von Maus 4 im Sermiodnnscihnif.
Das Knochenmark ist in seiner bunten Zusammenseizung nicht leukimisverdichtig. Ein
Myelodysplasezeichen isl die stark vermindans Erythiopoese und die maBige Vermehming
wvon Slasien. Die Akkurmulation monozyicider Zellen wurde nach guanidativer Analyse des
Femschniiis ofenbar noch offenbarer.
Toludinblau Pyroninrot, Wengr.: 1320x
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Abb. 3,398 Das Knochenmark von Maus 5 im Semidifnnschniin

Dos Knochenmaork reigt an dieser Sieille sin Fahlen der Megakaryoryten. sine starke
Reduziemung der Ervthropoese sowle neben singelnen Blasten sine grofie monoryiodds
Lollpopulaton, die im Foemschnitt (vergl, Abb. 3.3.18) viel dewutlicher Zu Tage trfl,

Toluidinblau Pyroninrot. Veargr.: 1320
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Das Bild wird von monozytoiden Zellen beherrscht { % ). Danaben kommean mehnene
blastare Elemente mit locker strukfurierten Kermen vor, die nur gine garngea
Heterochromatinkondensation an der inneren Kemmembran zeigen [ —*).

Abb.3.3.17 Knochenmark von Maus 1 im Feinschnitt.
Erythropoetische Zellen fehlen vollsténdig.
Uranylacetel Bleicitrat. Vergr.: siehe Malstab

54



Ergebnisse

Abb.3.3.18 Knochenmark von Maus 5 im Feinschnitt

Das Bid wird von monozytolden Zellen beherrschl. Man sieht lediglich einen basophilen
Erythroblasten (E1). Blasten {—) treten dagegen frotz Vordlegens einer akuten Leukdmie
zurlck. Zwei Anschnitie von Makrophagen zeigen nadelifdrmige Einschiisse.

Uranylacetat Bleicitral. Yergr.: Malistab
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3.34 Leberbefunde

Zwei Mause mit Leukdamie in der MACS-Gruppe wiesen periportale und
intrasinusoidale Zellinfiltrationen auf, die als leukamische Infiltrate zu deuten waren
(Abb. 3.3.19, 3.3.20). Damit kam der Leber nur eine untergeordnete Rolle in der
hamatologischen  Diagnostik zu. Die vieldeutigen Veranderungen am

Leberparenchym (Tabelle 5) blieben in ihrer Bedeutung unklar.

Tabelle 5 Leberbefunde von Mausen der MACS-Gruppe

Maus Infiltrate Leberparenchym

Periportal Intrasinusoidal
Maus 1 Reichliche MaRige Umfangreiche Nekrosen mit Einblutungen
Maus 2 Keine Keine Disserminierte Leberzelleinzelnekrosen
Maus 3 Geringe Geringe Disserminierte Leberzelleinzelnekrosen
Maus 4 Keine Keine Fokale Leberzellnekrosen
Maus 5 Keine Keine Fokale Leberzellnekrosen
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Abb.3.3.19 Leber von Maus 1 im Paraffinschnift.

Eine Leberbeteiligung im Rahmen des leukimischen Prozesses kann sich wig hier durch
paripartale und intrasinuescidale Zellinfitrationen SuBam.

Paraffinschnii. H.E. Vergr.: 2100x

der Lober von Maus 1,

Dig intrasinusoldaken myeloschen Zellen bei Maus 1 sind nur telhweaise unreil (—»),
Es liegen stellenweise auch Enythroblasten vor. Mitosa( MIT).

Toluidinblau Pyroninnol. Vergr.: 2100x

Abb. 3.3.20
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3.4 ,,Graft -versus- Host“ Konstellation und
Versuchsanordnung

Eine ,Graft-versus-Host* Reaktion kann einfach dadurch experimentell induziert
werden, da® man allogene Milzzellen neonatalen oder subletal bestrahlten Mausen
injiziert (z.B. C57BI/6 in Balb/c). In einem solchen Experiment rufen die implantierten
T-Zellen, aktiviert durch Histokompatibilitatsantigene des Empfangers, in
Knochenmark und Milz des Wirtsorganismus eine monozytare Reaktion hervor
(Fredrickson und Harris,2000). In der Leber wird durch CD4" T-Zellen eine L&sion
erzeugt, die in lhren Endstadium einer primaren bilidaren Leberzirrhose gleicht (ltoh
et al.,2000).

In der hier durchgefuhrten Versuchsanordnung waren die Wirtstiere immunin-
kompetente NOD/SCID-Mause, denen immunkompetente transgene Milzzellen von

Mausen des Stammes C57Black intravends appliziert worden waren.

Das transduzierte Gen kodierte fur das CD34-Protein des Menschen (hu). Trotz des
hohen Konservierungsgrades bei verschiedenen Spezies unterscheidet sich die
Bedeutung des CD34-Proteins fur das jeweilige myeloische System (Sato et al.,1999;
Goodell,1999; Okuno et al.,2002). Offensichtlich exprimieren z.B. murine
Blutstammzellen kein CD34-Protein. Sie sind aber empfanglich fur die Transduktion

der humanen Variante.

Konstruierte und kunstlich eingeschleuste Gene, die fur CD34-Proteine kodieren,
eignen sich generell als Zellmarker und sind als solche auch geeignet fur eine auf
Immunaffinitat und magnetic-activated cell sorting (MACS) basierende Anreicherung
der Zellen. Zum anderen kénnten sie helfen, die Rolle des Molekils im myeloischen
System besser zu verstehen. In dieser Hinsicht waren die Erwartungen allerdings
durch die Tatsache eingeschrankt, dass das CD34-Molekul im myeloischen System
der Maus Uberhaupt keine dem Menschen vergleichbare Rolle spielt. Vom fl (siehe
Seite 4) CD34-Protein existiert eine natlrlich Splicevariante mit partieller Deletion
(truncated) der intrazellularen Domane, tCD34 genannt. |hr fehlen die fur die

Signaltransduktion essentiellen Erkennungsstellen fur die Proteinkinase C (Krause et
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al.,1996; Fackler et al.,1995; Fehse et al.,2000). Beide Varianten wurden fur die
Markierung der als Spender fungierenden Splenozyten eingesetzt. Es bestand die
Frage nach Unterschieden in den Wirtstieren im Hinblick darauf, ob sie transgene hu
fICD34" - oder hu tCD34" -Splenozyten erhalten hatten.

3.41 Milzbefunde

Die Milz des Kontrolltiers war eine unbehandelte NOD/SCID-Maus. Sie zeigte eine
nur rudimentare weille Pulpa (Tabelle 6, Abb.3.4.1), die allerdings in ihren zentralen
Anteilen mit CD3"-Lymphozyten besiedelt war (Tabelle 6a, Abb.3.4.2). Der
hypoplastischen weilen Pulpa gemafl war das Milzgewicht mit 50mg niedrig. In der

roten Pulpa lag eine ausgepragte Hamatopoese vor (Tabelle 6, Abb.3.4.1).

Da das Tier keine transgenen Splenozyten erhalten hatte, fanden sich auch keine hu
CD34" -Zellen im Milzgewebe (Tabelle 6a).

B AN 2 R S A ;

Abb. 34.1 Semididanschnittbild oder Milz einer NODYSCID Maus,
Die weitle Pulpa (WP} =i rudimentir. In der rolen Pulpa, die das Bid beherrschi, isi eine
ausgeprigle splenale Hamalopoese nachweisbar, kennilich an multiplan Erythroblasten und
reichlich Megakaryozylen,

Toduidinblau Pyroninrel. Wergr.: B40x
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Abb 3.4.2 Nachweis des CDI-Antigens in der Milz einer NODVSCID Kontrolimaus.

Das Bild zeigt weille Pulpa, die am oberén und umeren Bildrand woen roler Pulpa gesiuml sl
In der rolen Pulpa st massenhafl Eisen abgelager, das aul Grund seiner Eigenfarbs sich
briunlich dargesteiit. in den zentralan Antellen der weien Pulpa Begen mehrere C03° -
Zelben, kenntlich an sinem rol-violeliem Reaktionsprodukl.

Faraffinschnitl. Vergr: 840

In der GMTR-Gruppe (siehe Seite 5) variierten die Milzgewichte zwischen 10mg und
120mg aulderordentlich. Das mittlere Gewicht lag bei 67,5mg mit einer
Standardabweichung von * 51,2mg (Tabelle 6). Die weil3e Pulpa blieb auch nach der
Transplantation von transgenen Splenozyten meist rudimentar (Tabelle 6, Abb.3.4.3,
3.4.4) Die rote Milzpulpa war bei diesen Tieren durch das Nebeneinander von
Arealen einer kompakten Hamatopoese und hyperamischen Bezirken charakterisiert
(Tabelle 6, Abb. 3.4.3, 3.4.4, 3.4.5). CD3"-Zellen lagen zumeist verstreut in der roten
Pulpa und eine zentral betonte diffuse Verteilung CD3"-Zellen charakterisierte
zytochemisch die weil3e Pulpa (Tabelle 6a, Abb. 3.4.6)

In einem Fall (GMTR-1) waren zudem wenige Einzelzellen in der roten Pulpa und
kleine Gruppen von Lymphozyten in der weiRen Pulpa positiv fir das hu (tCD34
Antigen (Tabelle 6a). Bei einem Tier (GMTR-4) war die splenale Hamatopoese fast
ausschliel3lich megakaryozytar (Tabelle 6; Abb. 3.4.7). Die Megakaryozyten waren
wie die der anderen Milzen in hohen Prozentsatzen kréftig hu (t)CD34" (Tabelle 6a,
Abb. 3.4.8).
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Tabelle 6 Morphometrische
(GMTR-Gruppe)

Milzbefunde in der ,Graft-versus-Host“ Konstellation

Maus Gewicht WeiRe Pulpa Rote Pulpa
[mg] [Vol%] Gesamtanteil | Himatopoese
[Vol %] [Vol %]
NOD/SCID
unbehandelt 50 12 88 80
GMTR-1 120 17 83 50
GMTR-2 40 n.b. n.b. n.b.
GMTR-3 100 5 95 51
19
GMTR-4 10 27 73 fokal
megakaryozytar
GMTR-1 bis 4lm 67,5 +/- 51,2

n.b.= nicht bestimmt

Tabelle 6a Zytochemische Milzbefunde in der GMTR-Gruppe

NOD/SCID CD3+ CD3+ hu (t)CD34+ Andere hu (t)CD34+ hu (t)CD34+
Mause Zellenin Zellenin Megakaryozyten Zellen in roter Zellenin
roter Pulpa weiler Pulpa in roter Pulpa Pulpa weiller Pulpa
(4
Unbehandelt Vet eute Zentral angeordnet Keine Keine Keine
Einzelzellen
Verstreute Einzelzellen ! .
GMTRA1 B Wenige Einzelzell K Gu
und kleine Gruppen '® o ene pen
GMTR-2 n.b. Zentral akkurmuliert n.b. n.b. n.b.
und
GVITR-3 Verstreute Einzelzellen diffus verteilt 78 Keine Keine
GMTR4 Vestreute Einzelzellen 9% Keine Keine
n.b.= nicht bestinmt
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Abb,. 34,3 Semidilnaschnitt der Milz elner Maus aus der GMTR-Gruppe.

Die rechie Bidselle bestehd aus giner hyperdmischen rolen Pulpa, Die Erythrozylen in ihr sind
aggregier und blulich angefirbt. Links befindet sich rudimentane weile Pulpa (WP) mit einer
zentralen Anerole (za) mittlg am linken Bildrand,

Toldinblawu Pyroninmal Vergr.. 1320

Abb. 344 Milzgewebe einer Maus aus der GMTR-Gruppe in der Dbersicht.

Meben redimentiren Anteilen der weilen Pulpa (WF) ausgedahnie Bersiche der rolon Pulpa,
Diese sind entweder hyperdmisch (rilliche Bezicke mil reichlich Erythrosylen), wie in der
mechien Bidhilfte, oder zeigen eine susgeprigte Hémalopoese (bluliche Bezirke) mit
reichlich Erythroblasten, wie in der linken oberen Bildeckn,

Paraffnschnil. HE. Vengr.: 420x
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Abb.3.4.5 Peroxidase Reaktion in der Milz einer Maus aus der GMTR-Gruppe.

Das braune Reaklionproduki markiend die neufrophie Hamalopoese in ausgedehnten
Bereichen,

Paraffinschnitt Vergr.: 840x

Abb. 3.4.8 Nachwels des CDI-Antigens in der Milz einor Maus der GMTR-Gruppae.

Am lEnken Bidrand ist role Mizpulpa durch lhre aisenhaligen Makrophagen markier. Das
Speichereisan 51 an sainer briunlichen Eigenfarbe erkennbar. Rechis von Ihr st weille Pulpa
mit einer Zentralartede(ZA), einer Zenfralarerdols (za) und elnem Lymphioliel (LF)
angeschniften. Baachie die locker wereilan CD3' -Zellen n der rolen Pulpa und (hee

Akbumulation in zentralen Bereichen der weillen Pulpa.
Paraffinschniil. Vergr.: B40x
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Abb.3.4.7 Kapselnahes Milzgewebe einer Maus aus der GMTR-Gruppe.
Milzkapsel am rechien oberen Bildrand, Das Bild der splenalen Himalopoese beherrschen

Massen von Megakaryozyien.
FParaffinschnitt. HE. Vergr.: 1320x
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Abl.3.4.8 Nachweis des (()CDI4-Antigens in der Mz oiner Maus der
Das rikiche Reaklionsprodukl befindel sich selekfiv im Zyioplasma der meisten Mega-
ka

ryozylen.
Paraffinschnifl. Vergr.: 2100x
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In der GMFL- Gruppe ( siehe Seite 5) variierten die Milzgewichte zwischen 40mg und
160mg. Das mittlere Gewicht lag mit 105mg deutlich hdéher allerdings bei einer
grolen Standardabweichung von = 55,1mg (Tabelle 7). Die weilse Milzpulpa blieb
auch in dieser Gruppe hypoplastisch mit einem Anteil zumeist diffus verteilter CD3"-
Zellen. In der roten Pulpa waren Einzelzellen und/oder kleine Gruppen von Zellen
CD3". Bei weitem am kréftigsten reagierte auch in dieser Gruppe ein grofer Teil der
Megakaryozyten auf das hu (fl)CD34-Antigen (Tabelle 7a, Abb. 3.4.9). Die rote
Milzpulpa war bei diesen Tieren gleichfalls durch das Nebeneinander von
ausgedehnten Arealen einer Hamatopoese und hyperamischen Bezirken
charakterisiert. Ein Fall (GMFL-4) zeichnete sich durch eine nur maRige
Hamatopoese ohne Beteiligung von Megakaryozyten in der roten Pulpa und in der

weillen durch ein partielles ,Leergeraumtsein® der PALS aus (Abb. 3.4.10).

Tabelle 7 Morphometrische Milzbefunde in der ,Graft-versus-Host® Konstellation
(GMFL-Gruppe)

Maus Gewicht [mg]| WeiRe Pulpa Rote Pulpa
[Vol%] Gesamtanteil | Himatopoese
[Vol%] [Vol%]
NOD/SCID
unbehandelt 50 12 88 80
GMFL-1 160 11 88 67
GMFL-2 140 12 88 70
GMFL-3 40 3 97 88
GMFL-4 80 14 85 28
GMFL-1 bis 4 Jm 105 +/- 55,1

n.b.=nicht bestimmt
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Tabelle 7b Zytochemische Milzbefunde in der GMFL-Gruppe

NOD/'SCID CD3+ CD3+ hu (fl)CD34+ Andere hu (fl)CD34+ hu (fl)CD34+
Meuse Zellenin Zellenin Megakaryozyten Zellenin roter Zellenin
roter Pulpa weifler Pupa inroter Pulpa Pulpa weifler Pulpa
A4
Wit verstreute . . .
Unbehandelt Brzalizalien Zentral angeordnet Keine Keine Keire
Weit verstreute In hyperamischen Verstreute Brnzel-
GVFL-1 Diffus verteilt 50 Bereichen vidle zellenu. grolere
Birzelzell
e Eirzelellen Guppen foka
Birzelzellen . ! .
GVFL-2 Diffus verteilt 80 Wenige Binzelzellen Keine
und Guppen ®
Kleine Guppen . Wenige Einzelzellen .
GVFL-3 Diffus verteilt 0] Kei
von Zellen ° und Guppen ®
GVFL4 Brzelzellen Diffus verteilt Keire Keine Keine

Abb.3.4.9 Nachwels des (fjCDid-Antigens in der Miz einer Maus aus der GMFL-

Gruppe.

Das krafige Reaklionsproduk! hat die meisten der im Schaill befindlichen Megakaryozyten
dargestell.

Paraffinschnfl. Vergr.: 1320x
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Abb,. 3.4.10 Milzgewebe ainer Maus aus der GMFL-Gruppae,
Dig wrspringlich rudimentiine weilae Pulpa sl zellullir weltgehend leer gerdumi. Man erkannt
nech die Zentralarierie (ZA). Die umgebende rote Pulpa welst weile Sinus aul und st stark
hyparamisch,

Paraffinschnitt. Vargr.: B40u

3.4.2 Leberbefunde

Die Leber des Kontrolltieres war im HE-Praparat unauffallig. In den
immunzytochemischen Praparaten fanden sich CD3" -Zellen im Sinussystem nur in
sehr lockerer Verteilung aber erwartungsgemal keine Zellen mit hu CD34
Reaktivitat.

In der GMTR-Gruppe lagen die Lebergewichte mit einem Medianwert von 1,73g bei
einer Standardabweichung von 0,27g (Tabelle 8) deutlich Uber dem des
Kontrolltieres (1,179).

Die Leberschnitte zeigten in dieser Gruppe kleine periportale Rundzellinfiltrate (Abb.
3.4.11) und intrasinusoidal kleine Nester einer Hamatopoese vor allem aus
Erythroblasten und wenigen Megakaryozyten bestehend (Abb. 3.4.12, 3.4.13). CD3"
-Zellen waren im Sinussystem gleichfalls verstreut aber deutlich grof3er an Zahl als
im Kontrolltier und zudem in den kleinen periportalen Infiltraten und perizentral (d.h.
um Zentralvenen) nachweisbar (Tabelle 8). Hu tCD34" waren lediglich ein Teil bzw.
alle der auf der Schnittflache angetroffenen Megakaryozyten (Tabelle 8, Abb. 3.4.14).
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Abb.3.4.11 Lebergewebe einer Maus aus der GMTR-Gruppe.
Ein Periporalfeld, das neben einem grofen Ast der V., portae liegt (VP), zeigt ein sog.
Rundzafinfiliral. Gallengang (GG). Kleiner Asi der V. poriae (vp),

Paraffinschnitt. H.E. Vargr.: 1320x

Abb. 34,12 Semiddnnschmitt der Leber efner Maus aus der GMTR-Gruppe.
Unierhalb der Bikdmitte erkennt man gine intrasinusoidal gelegens Ansammiung
wvon Erythroblasian,

Tobuidinbiau Pyroninrol. Vergr.: 21006
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F

Abb.3.4.13 Semidinnschnitt der Leber einer Maus aus der GMTR- Gruppe,
Intrasinusoidal gelegener Megakaryozyt. Die Lokalisation des

im Sinuslumen zeigh sich durch ainen him fach ankegenden Endothelzellkerm {—).
Toluldinblau Pyroninrot. Vergr.: 2100x

o L L A

Abb.3.4.74 Nachweis des (1)CDI4-Antigens in der Leber einer Maus aus dor

GMTR-Gruppe.
Es hat sich selekiiv @in inrasinusoidal gelegener Megakaryozyl dargestei.
Paraffinschniti Vergr.: 2100x
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In der GMFL-Gruppe lag die GroRe der Leber mit im Mittel 1,49g bei einer
Standardabweichung von £0,31g zwar in jedem der Falle Gber dem Kontrollwert von
1,17g aber geringer als in der GMTR-Gruppe. Dennoch waren hier grofere
periportale Infiltrate (Abb. 3.4.15, 3.4.19) und darltber hinaus einzelne
Gewebseinschmelzungen mit Hohlenbildung im Inneren oder Einziehungen des
Organs an der Oberflache nachweisbar (Abb. 3.4.16, 3.4.17). Als Vorstufen solcher
Einschmelzungen mussten Gruppen nekrotischer Leberzellen angesehen werden
(Abb. 3.4.18).

Im Granulationsgewebe um nekrotisierte Lasionen war der Anteil CD3" -Zellen mit
10%-20% deutlich niedriger als in den periportalen Infiltraten, wo der Anteil 40% bis
maximal 80% betrug (Tabelle 9, Abb. 3.4.19). Auch das Ausmal} der extramedullaren
Hamatopoese in der Leber war im Mittel deutlich starker als in der GMTR-Gruppe. Es
handelte sich dabei vor allem um erythropoetische Zellen in allen Reifestufen (Abb.
3.4.20) und verstreute Megakaryozyten im Sinussuystem.

Die Erythroblasten der Leber zeigten keine Expression des hu (f)CD34. Das humane
Genprodukt war jedoch in fast allen Megakaryozyten (Tabelle 9, Abb. 3.4.21) in
kraftiger Form und in vereinzelten, kleinen Gruppen von Granulozyten (Tabelle 9,
Abb. 3.4.22) zytochemisch nachzuweisen. Durch die immunzytochemische Farbung
lie® sich an einer Stelle zeigen, dass solche extramedullaren Megakaryozyten
thrombopoetisch aktiv sein kdnnen (Abb.3.4.23).
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Tabelle 8 Leberbefunde in der GMTR-Gruppe

Maus | Lebergewicht| Periportale | Himatopoese CD3+ hu CD34+
[a] Infiltration/ Zellen Relativer
Nekrosen Zellen Anteil [%]
Kontrolle 1,17 Geringe/ Keine Keine Sehr .We't. Keine
verstreut in Sinus
GMTR-1 2,02 Geringe/ Keine Geringe n.b. Megakaryozyten 100
Verstreut in Sinus,
GMTR-2 1,52 Geringe/ Keine Keine ca. 40% d. Infiltrat- Keine
zellen
Verstreut in Sinus
GMTR-3 1,9 Geringe/ Keine MaRige ca. 60% d. Infiltrat- | Megakaryozyten 54
zellen
GMTR-4 1,49 Seh}r(gie;r;nge/ MaRige Verstreut in Sinus | Megakaryozyten 50
GMTR-1
bis 4 m 1,73 +/- 0,27
n.b.= nicht bestimmt
Tabelle 9 Leberbefunde in der GMFL-Gruppe
Maus | Lebergewicht | Periportale | Himatopoese CD3+ hu CD34+
[d] Infiltration/ Zellen Zellen Relativer
Nekrosen Anteil [%]
Sehr Megakaryozyten A
ausgepragte/ N Vestreut in Sinus;  ca. nb.b
GMFL-1 1.94 Eine Ausgepragte 80% d. Infiltratzellen | Kleine Gruppen o
oberflachliche v. Granulozyten
Ausgeprigte/ Verstreut in Sinus; .ca. Megakaryozyten 100
\ .. 40% d. Infiltratzellen; ca.
GMFL-2 1,3 Eine grole | Ausgepragte N -
sentrale 20%d. Zellen um Kleine Gruppen nbb
Nekrosen; v. Granulozyten o
Geringe/ Eine Mittelgradige Vertstreut in Sinus; ca.
grol3e g 40% d. Infiltratzellen; ca.
GMFL-3 1.25 oberflachiiche | __ Z'Sré go | 10%d Zelenum Megakaryozyten | - 100
und eine kleine Soep Nekrosen;
Sehr geringe/ | Mittelgradige | Verstreut in Sinus; ca. Kleine Grupoen
GMFL-4 146 Eine bis 10%d. Zellenum | Granuloy‘;tpgn nbb
oberflachliche | ausgepragte Nekrosen ’
GMFL-1
+/-
bis 4 m 1,49 +- 0,31
n.b.b= nicht bestimmbar
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Abb.3.4.15 Leber elner Maus aus der GMFL-Gruppe.
Pariportal hat sich ain deutliches Rundzsllinfilirat ausgebildel
Paraffnschnil. H.E. Vergr.: 840x

Abb.1.4.18 Leber einer Maus aus der GMFL-Gruppe,

Es findel sich ein nekrolisierendes Lebarareal, das um eine zentrale Hohlenbildung
dichl zeBuldr nfiltried 51 und im Randbersich ene homagens Gewehazersidrung zaigl.
Paraffinschnti. H.E. Vergr.: 210x
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Abb. 1.4.17 Leber efner Maus aus der GMFL

Unter der Leberkapsel hat ein nekrotisierender Prozel zu einer Randreaktion und Einziehung
an der Crganobarfldche gafiihet,

Paraffinschnitt. H.E. Vargr.: 420x

Ablb. 3.4.18 Leber elner Maus aus der GMFL-Gruppe,

Rechts neben einer Zentralvena liegl ein Areal mit zugrunde gegangenen Hepalozyten
Daneben ain Rundzalinfidrat.

Paraffinschnitt. H.E. Vargr.: 840
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Abb.3.4.19 Nachweis des CDI-Antigens (n der Leber elner Maus aus dar
GMFL-G
Es findan sich CO3"-Zellen als Bastandiedl peripotaler Infillrate wund locker

Varteilt im Lebemgewsbe. Das gegabolte Gafdl 51 aine grofe Portalvena,
FParaffinschnitt. Vergr.: 840x

i
Abb.2.4.20 Leber einer Maus aus der GMFL-Gruppe,

Es finden sich ausgedehnte intrasinusoidal gelegene Harde ainer hepatischen Blulbdldung mit
afyihropoetschen Jelan in allen Reifestufen und Elameantan der Myelopoass
Toluldinblau Pyraninrol. Vergr.: 2100x
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Abb, 3.4.21 Nachweis des (CD3I4- Antigoens in der Leber
afnner Maus aus oer

E= haben sich zwel Megakaryoryten mil kraftiger lmmun-
rea ktivitit dargestell,

Paraffinachnitt. Viergr.: 2100x

_.". e ._'. ?.‘“H "._‘ ._‘
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Abf.3.4.22 Nachwels des [IICD34-Antigens in der Leber elner Maus der
Es finden sich kleina, kriflig CD34" Ansammiungen von Granulozyten in den Leberidppchen.
Parafinschniil. Vergr.: 1320x
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-__ N bty e v s ™ TR l"".lllr §

wma Nachweis dos (fi)CD34-Antigens in der Leber efner Maus aus
GMFL-Gruppe.
Mach Form und Intensitét der Immunreaktiion die es sich um die Reste einer

thrombopostisch aktiven Megakaryozyien handeln.
Paraffinschnitt. Vergr.: 1320x
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4. DISKUSSION

4.1 Das normale Knochenmark der Maus ist zytologisch
dem des Menschen homolog

Das Knochenmark stellt bei der Maus die Hauptbildungsstatte des myeloischen
Systems dar. Es ist am besten im proximalen Femur nach Eroffnung der
knéchernen Diaphysenmanschette als ein Gewebszylinder zu gewinnen. Dieser kann
entweder ausgestrichen oder aber nach Glutaraldehyd-und Osmiumfixierung in
Form der sogenannten Semidunnschitthistologie bzw. elektronenmikroskopisch so
aufgearbeitet werden, dass eine Differenzierung in allen Entwicklungsreihen der
Blutzellen  moglich  ist.  Herkbmmliche  histologische  Verfahren  nach
Paraffineinbettung ermdglichen dies nur unzureichend. Zentral und in Langsrichtung
des femoralen Knochenmarkzylinders liegt eine Vene. Diese wurde bereits im
Knochenmark der Ratte als zentrale longitudinale Vene beschrieben (Weiss,1976),
welche das Markblut der porenhaltigen Sinusoide (Campbell,1972) mit ihren neu
gebildeten Blutkorperchen drainiert.

Stromale Elemente des murinen Knochenmarks wurden hier zytochemisch durch den
Nachweis der alkalische Phosphatase und des Speichereisens farberisch dargestellt.
Die alkalische Phosphatase markierte die flir das Mikromilieu der Blutbildung
verantwortlichen Stromazellen (Westen und Bainton,1979) und die Berliner Blau
Reaktion die sessilen Makrophagen, welche zumeist das Zentrum einer
erythropoetischen Insel bilden (Bessis,1973). Haufig fanden sich als ein zusatzliches
Kennzeichen der Makrophagen nadelférmige Einschlisse in ihrem Zytoplasma.
Diese werden mit dem granulozytaren Abbau insbesondere von Eosinophilen in
Zusammenhang gebracht (Ali et al.,1981; Sasaki et al.,1983; Marshall et al.,1988).

Das an Ausstrichpraparaten, Semidunn-und Feinschnitten analysierte Markorgan der
Maus zeigte sich zytologisch demjenigen des Menschen sehr ahnlich. Es ergaben
sich aber eine Reihe von charakteristischen Unterschieden, welche vor allem die rote

und die neutrophile Reihe betreffen.
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Die Kerne von Erythroblasten sind weniger gerundet als in den Gegenstlcken der
Erythropoese des Menschen. Zudem liegen sie auch haufiger exzentrisch im
Zytoplasma. Das Karyoplasma ist bei den Normoblasten ausgesprochen
grobschollig. Die Basophilie des hamoglobinisierten Zytoplasmas schwindet mit
vollstandiger Ausreifung nicht ganzlich, so da® anders als im Knochenmark des

Menschen orthochromatische Normoblasten nicht vorkommen.

Besonders charakteristisch fir die murine Spezies ist das Phanomem der
Ringstruktur von Kernen der Granulozyten, welche besonders das myelo-und
metamyelozytare sowie das stabkernige Stadium der neutrophilen Myelopoese

auszeichnen.

Ein weiterer grundsatzlicher Unterschied im Knochenmark von Maus und Mensch
betrifft die sog. Zellularitat. Der sehr viel groRerer Zellgehalt des Markorgan bei der
Maus und die sich daraus moglicherweise ergebenden Konsequenzen, z. B. fur die
Manifestation von Leukamien, konnten im folgenden durch einen Vergleich der
unterschiedlichen physiologischen Anforderungen an die Hamatopoese bei beiden
Spezies erklart werden.

Denn nur dann liefert die Maus ein brauchbares Modell flir die experimentelle
Hamatologie, wenn dieser speziesspezifische Unterschied in der Zellularitat des
Knochenmarks und die sich daraus ergebende Bedeutung fur die splenale

Hamatopoese bei der Maus ausreichend berucksichtigt werden.

4.2 Der Hamatopoese im Knochenmark fehlt bei der Maus
eine Reservekapazitat

Es ist lange bekannt, dass bei der Maus Gegensatz zum Menschen die Markraume
schon unter physiologischen Bedingungen fast vollstandig mit hamatopoetischen
Zellen erflllt sind (Endicott und Gump,1947; Brecher et al.,1948). Es finden sich also
kaum Fettmarkanteile und das Knochenmark ist naturlicher Weise hyperzellular.
Dieser Mangel an einer raumlichen Knochenmarkreserve fur die Zustande erhdhten
Blutzellbedarfs, wie z.B. bei Hamolyse und akuter Entziindung, mag die besondere

Rolle der Milz fur die Blutbildung bei murinen Spezies erklaren.
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4.3 Die Hamatopoese verfugt beim Menschen uber eine
Reservekapazitat im Knochenmark

Beim Erwachsenen ist das hamatopoetisch aktive Knochenmark fast ausschliellich
auf die zentralen Partien des Skeletts wie Wirbelkorper, Rippen, Brustbein, Skapula,
Becken und proximale Anteile der Humeri und Femora beschrankt (Russel et al.,
1966). Bei Kindern ist die Hamatopoese zudem auch in peripheren Knochen
lokalisiert, deren Kavitaten wahrend des Erwachsenenlebens ausschliellich mit
Fettmark angeflllt sind. Das hamatopoetisch aktive sog. rote Knochenmark des
Menschen ist gleichfalls aus GefalRen, Blutzellen, ihren Vorlaufern, Stromazellen
sowie Makrophagen zusammengesetzt. Allerdings enthalt es viel mehr Fettzellen
und ist an seinen herkdbmmlichen Untersuchungsstellen (Sternum und Os ilium)
zwischen den Trabekeln von Knochengewebe gelegen.

So enthalt ein normozellulares Knochenmark im mittleren Lebensalter 62% + 11%
hamatopoetische und 26% * 9% Fettmarkanteile (Frisch und Bartl,1999). Wahrend
des Lebens besteht eine gewisse Tendenz zur Reduktion der Blutbildung zugunsten
des Anteils von Fettzellen. Bei gesunden Menschen, die alter als 70 Jahre sind,
haben beide Komponenten des Knochenmarks nahezu gleiche GroRRe (45% +14%
hamatopoetische und 44 % +14% Fettzellen).

Zur Hyperzellularitat des Knochenmarks beim Menschen, d. h. zu einer erheblichen
Zunahme an blutbildenden Zellen im Knochenmark, kommt es reaktiv bei Zustanden
mit hohem Blutzellbedarf oder bei neoplastischen hyperpropliferativen Prozessen,
wie z.B. bei hamolytischer Anamie und chronischer Entzindung, oder bei
Neubildungen wie myeloproliferativen Syndromen (reifzellig) und akuten Leukamien
(unreifzellig).

Die gesteigerte Produktion von Blutzellen unter solchen Bedingungen ist naturgeman
haufig verbunden mit einer gleichzeitigen Reduktion der Fettzellen im Knochenmark
(Carter und Jackson,1962). Zusatzlich zur Ausdehnung des hamatopoetisch aktiven
Knochenmarks findet sich bei den reaktiven Zustanden eine Beschleunigung der
Generations- und Reifungszeiten der Zellen. So kann die Produktion von
Erythrozyten um das 6 bis 12fache, die der Blutplattchen um das 8fache und die der
neutrophilen Granulozyten um das 4fache bei Patienten mit hamolytischer Anamie,

Autoimmunthrombozytopenie und chronischer Entzindung gefunden werden
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(Bernard und Wintrobe,1981). Zu einer extramedullaren Hamatopoese in Leber und
Milz kommt es bei den genannten reaktiven Erkrankungen nur in Ausnahmefallen

und ihre klinische Bedeutung ist marginal.

4.4 Wie sind die Unterschiede in der Zellularitat des
Knochenmarks von Mensch und Maus zu erklaren?

Die GrolRRe eines Saugetierorgorganismus wird vor allem von der Anzahl und nicht
von der GroRRe seiner Kdrperzellen bestimmt. Im Fall der Erythrozyten musste dieses
Prinzip entwicklungsbiologisch modifiziert  werden, um ausreichende
Flieleigenschaften des Bluts in kleinen Tieren wie der Maus zu gewahrleisten.
Mause weisen Werte fur den Volumenanteil der roten Blutkorperchen (Hamatokrit)
auf, die sich von denen des Menschen kaum unterscheiden; aber das Volumen ihrer
Erythrozyten ist nur halb so grof3, so dass ihre Zahl in der Volumeneinheit doppelt so
grof sein muss (Bernstein und Russell, 1959 ).

Auch die Lebenszeit von Erythrozyten sind beim Menschen mit ca. 120 Tagen und
bei der Maus mit ca. 40 Tagen (Van Putten,1958) verschieden. Beide Parameter,
geringeres Volumen wie klrzere Lebenszeit der Erythrozyten, haben verglichen mit
den erythrozytaren Gegebenheiten beim Menschen eine groRere erythropoetische
Aktivitat des Knochenmarks im Mausorganismus zur Folge. Eine durchschnittliche
Lebenszeit von 120 Tagen bedeutet die Notwendigkeit der Produktion von 100/120%
= 0.84% der totalen Masse roter Blutkérperchen pro Tag (Mensch). Der
korrespondierende Wert bei einer Erythrozytenlebenszeit von 40 Tagen betragt
100/40% = 2.5% (Maus). Da die Konzentration von Erythrozyten im Blut zudem in
etwa um den Faktor 2 hoher ist als beim Menschen, ist die erythropoetische Aktivitat
des Knochenmark der Maus um den Faktor 5 grofRer als diejenige des Menschen.
Aulerdem weisen Mause gegenlber Menschen eine ungefahr dreifach hoéhere
Konzentrationen an Thrombozyten im Blut auf (Heinecke und Wagner,1964). Die
hauptsachliche Funktion von Blutplattchen liegt in der Blutstillung fur den Fall von
Lasionen der BlutgefalRe. Die hohere Plattchenzahl bei der Maus steht offenbar
direkt mit der hdheren Konzentration an Erythrozyten in Zusammenhang, da
offenbar das Mehr an kleineren roten Blutkérperchen entsprechend mehr

Thrombozyten fur eine effektive Blutstillung bendtigt. Fir diese Studie wurde
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orientierend festgestellt, dass die Zahl von Megakaryozyten, den Vorlauferzellen der
Thrombozyten im Knochenmark, pro mm? bei Mensch und Maus um einen Faktor
von etwa 10 zugunsten der Maus differiert. Dieser Wert weist darauf hin, dass die
hohere Thrombozytenproduktion im Knochenmark der Maus nicht nur der hoheren
Konzentration von Blutplattchen, sondern auch ihrer kirzeren Lebenszeit von ca. 4
Tagen (Bernstein und Russell, 1959) Rechnung tragt.

Die naturliche Hyperzellularitdt des Knochenmarks der Maus im Vergleich zum
Menschen beruht also zusammenfassend vor allem auf einer betrachtlich hdheren
Produktion von Erythrozyten und Thrombozyten , welche ihrerseits mit den hoherem
Konzentrationen und geringeren Lebenszeiten dieser Elemente im Blut
zusammenhangt. Da wegen dieser speziellen Anforderung an das Knochenmark der
Maus keine raumliche Resevekapazitat fur Zustande erhohten Blutzellbedarfs zur
Verfugung steht, muss offenbar die Hamatopoese in der Milz fur solche Falle
einspringen.

Ein sehr illustratives Modell fur die Rolle der murinen Milz bei hohem Blutzellbedarf
stellt eine hamolytische Anamie dar, wie sie durch Verabfolgung von Phenylhydrazin
hervorgerufen werden kann (Fredrickson und Harris,2000; Vannucchi et al.,2000).
Diese Substanz verursacht eine Hamolyse durch die Denaturierung von Hamoglobin
und die Fragmentation von alten Erythrozyten. Die erythropoetische Reaktion der
Milz, hervorgerufen durch den Absturz des Hamatokrits und einen massiven Ausstol}
von Erythropoetin, ist dramatisch. Die Milz vergroRert sich durch massive
Erythropoese in ihr um ein Vielfaches ihrer naturlichen GroRe, wahrend das
Knochenmark erwartungsgemald nur gering reagieren kann (Fredrickson und
Harris,2000). Es ist bemerkenswert, dass die hamatopoetischen Vorlauferzellen, von
denen die reaktiv gesteigerte Hamatopoese bei Phenylhydrazinapplikation ihren
Ausgangspunkt nimmt, in Knochenmark wie Milz in hoher Zahl vorkommen
(Vannucchi et al.,2000). Allein dem kndchern eingeschlossenen Markorgan fehit

offenbar der Raum fur deren Proliferation.
Die unterschiedliche Zellularitat des Knochenmarks von Maus und Mensch und die

besondere hamatopoetische Rolle der Milz bei der Maus haben bedeutsame

Auswirkungen auf das hamatologische Tiermodell, vielleicht auch dann, wenn es,
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wie in der vorliegenden Untersuchung, um die Entwicklung und Manifestation von

Leukamien geht.

4.5 Die Milz der Maus ist ein natlirliches Organ der
Blutbildung

Die Milz ist bei der Maus aus den oben unter 4.2. und 4.4. dargelegten Grinden
aulder einem immunologischen und hamophagozytischen wie beim Menschen also
auch ein hamatopoetisch aktives Organ. Dieses ist vor allem in der roten Milzpulpa
lokalisiert. Unter den myeloischen Elementen sind wegen ihrer besonderen Grolie
die Megakaryozyten am leichtesten auszumachen. Es Uberwiegen normalerweise
Zellen der Erythropoese. Diese lagen in den Kontrolltieren zumeist im subkapsularen
Milzgewebe, wobei die sog. Semidunnschnitttechnik ihre Identifizierung sehr

begulnstigte.

4.6 Leukamieentwicklung in der Maus nach Knochen-
marktransplantationen mit transgenen Stammazellen

Die molekularen Prozesse, welche im Rahmen einer retroviralen Genmarkierung
durch Insertionsmutagenese die hier beschriebenen murinen Leukamien und

Praleukamien induziert hatten, waren Gegenstand einer Publikation (Li et al., 2002).

4.6.1 Milzbefunde

Die routinemaflige Anwendung der sog. Semidunnschnitthistologie von in Kunststoff
eingebettetem Milzmaterial gestattete eine optimale Analyse der Organarchitektur
und eine zuverlassige Beurteilung der extramedullaren Hamatopoese, sowohl
hinsichtlich Umfang als auch Qualitat. Eine Expansion der roten Pulpa hervorgerufen
durch splenale Hamatopoese und leukamische Infiltrate (= 10% Blasten) sowie
meist auch ein Schwinden der weillen Pulpa (Perarterielle/periarteriolare
lymphatische Scheide und Lymphfollikel, PALS) waren als charakteristische

Merkmale fir die Leukamie angesehen worden. In fortgeschrittenen Fallen war die
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normale Architektur der Milz weitgehend aufgehoben und das Bild beherrscht von

Massen blastarer Leukamiezellen.

4.6.2 Knochenmarkbefunde

Das Knochenmark zeigte in keinem der Falle von Leukamie eine vergleichbare
blastische Transformation und war deshalb fur die Diagnostik von nachrangiger
Bedeutung. Die fuhrenden Zeichen der Knochenmarksbeteiligung am leukamischen
Prozess waren neben der Vermehrung von Blasten eine ausgepragte Reduktion der
Erythropoese. Erst in dieser Untersuchung stellte sich das regelmaRige Auftreten
monozytoider Zellpopulationen heraus. Diese konnten erst nach
elektronenenmikroskopischer Analyse hinreichend identifiziert und dann retrospektiv
auch in den Semidunnschnitten nachgewiesen werden. Insgesamt ergaben sich mit
diesen Zeichen keine signifikanten Unterschiede im Knochenmarksbefund zwischen

Praleukdmie und manifester Leukamie.

4.6.3 Leberbefunde

Eine Leberbeteiligung im Rahmen des leukamischen Prozesses zeigte sich bei zwei
Mausen vor allem durch periportale Infiltrationen mit den Leukamiezellen. Ein
solches Infiltrationsmuster wurde bereits beschrieben (Perkins,1989; Fredrickson und
Harris ,2000).

4.7 Leukamiemanifestation bei der Maus im Vergleich zum
Menschen

Leukamische Zellen sind in lhrer Quantitat verschobene Zerrbilder von normalen
Gegenstucken in der Hamatopoese. Da sich die Knochenmark-und Blutzellen
morphologisch bei beiden Spezies weitgehend entsprechen, waren auch

vergleichbare Neubildungen zu erwarten.
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4,71 Akute myeloische Leukdmie (AML) beim Menschen

Die Diagnose einer AML beim Menschen basiert auf dem Nachweis unreifer
leukamischer Zellen im peripheren Blut und/oder Knochenmark. Leukamische
Infiltrate in extramedullaren Geweben kommen seltener vor und sind deswegen von
geringer diagnostischer Bedeutung. In den meisten Fallen ist das Knochenmark
hyperzellular zumeist mit einer  monomorphen Infiltration von Blasten oder
Zerrbildern einer weiteren Differenzierung bei gleichzeitig ausgepragten Reduktion
der normalen Blutzellen und ihrer Vorlaufer. Somit verdrangt der Klon leukdmischer
Zellen normaler Weise sowohl die normale Hamatopoese als auch die Fettzellen des
Knochenmarks weitgehend.

Die verschiedenen Formen von AML wurden durch eine “French- American- British
(FAB)” Arbeitsgruppe klassifiziert (Benett et al.,1976,2000). Die Experten definierten
7 Subtypen von AML (M1-M7) nach der Abkunft des vorherrschenden Zellpopulation,
welche heute zudem durch spezifische Reaktionen mit bestimmten monoklonalen
Antikérpern gegen bestimmte CD-Antigene charakterisiert werden kann (Bartel und
Frisch,1999).

4.7.2 Praleukdmie beim Menschen

Verschiedene myelodysplastische Syndrome (MDS) stellen praleukamische
Zustande beim Menschen dar. Diese differieren hinsichtlich ihres Risikos in eine AML
uberzugehen. Eine Klassifikation der MDS wurde 1982 durch die FAB-Gruppe
(Benett et al.,1982) vorgenommen und durch eine Arbeitgemeinschaft der WHO
modifiziert (Benett,2000). Diese basiert auf morphologischen Merkmalen wie
zytologischen Atypien, Blastengehalt in Knochenmark sowie Blut und der Zahl von
Blutmonozyten. Bei einer multivarianten Analyse zeigte sich, dass die Menge von
Blasten und chromosomale Aberrationen die bedeutsamsten prognostischen
Parameter fiir das Uberleben der Patienten und die Transformation in eine AML
darstellen (Aul et al.,1992, 1994).
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4.7.3 Akute myeloische Leukdmie (AML) bei der Maus

Spontan kénnen myeloische Leukamien sehr selten bei alten Mausen auftreten.
Reproduzierbar lassen sie sich durch ionisierende Strahlen und durch Inokulation mit
murinen Leukamievieren (MuLV) induzieren. Dabei resultieren neben akuten auch
chronische Formen. Bei den MuLV handelt es sich um sich replizierende Retroviren,
welche eine sog. Insertionsmutagenese hervorrufen konnen (Berns,1991). In
besonderen Fallen wird eine akute Leukamie dadurch hervorgerufen, dass innerhalb
einer polyklonalen Proliferation von Progenitorblutzellen ein leukamischer Klon
entsteht, weil die Maus mit einem Retroviruskomplex infiziert ist, der ein
replikationsdefizientes Retrovirus mit Onkogenkodierung enthalt (Rosenberg et
al.,1997). Die Empfanglichkeit von Mausen, eine Leukamie zu entwickeln, ist generell

abhangig vom Tierstamm und seiner Kontamination mit MuLV (Baum et al.,2003).

Das Knochenmark soll, anders als beim Menschen, bei der Maus im Falle einer
Leukamie nicht obligat betroffen sein (Perkins,1989).

In den hier vorgestellten Fallen konnte das nur in soweit nachvollzogen werden, als
eine monomorphe blastische Transformation wie bei akuter Leukamie des Menschen
nicht zu beobachten war. Es fand sich auch keine Verminderung der
Megakaryozyten aber eine starke Reduktion der Erythropoese. Allerdings waren in
allen Fallen nach feinstruktureller Analyse monozytoide Zellpopulationen zu
identifizieren, die als ausdifferenzierender Bestandteil des leukédmischen Prozesses
angesehen wurden. Diese waren auch bei Praleukamie nachzuweisen, sodass in
dem hier untersuchten Kollektiv keine prinzipiellen Unterschiede zwischen Leukamie
und Praleukdmie im Knochenmark zu erkennen waren. Ob diese Besonderheit der
Leukamiemanifestation mit der fehlenden raumlichen Reservekapazitat des fast
fettfreien Knochenmarks der Maus zusammenhangt, liegt nahe, Iasst sich aber nicht
abschlie3end beurteilen.

Die Milz hingegen soll regelmaig an einen leukdmischen Prozess beteiligt sein
(Perkins,1989). Aus diesem Grunde ist die Splenomegalie meist ein fruhes klinisches
Leukamiezeichen bei der Maus und der Histopathologie dieses Organs kommt
deshalb, wie auch hier gezeigt und bestatigt, eine besondere diagnostische

Bedeutung zu. Bei fortgeschrittener Leukamie fand sich anders als im Knochenmark
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derselben Tiere das Bild einer blastischen Transformation unter vollstandiger
Aufhebung der normalen Organarchitektur.

In diesem Zusammenhang muss jedoch betont werden, dass es bestimmte durch
genetisches “engeneering” erzeugte Mausmodelle humaner Leukamie gibt, fur die
dieses Erscheinungsbild nicht gilt. So siedeln sich transplantierte Knochen-
markzellen, die mit der humanen Translokation als cDNA AML-ETO versehen
wurden, als pramaligne Proliferation von Progenitorblutzellen zunachst im
Knochenmark an und produzieren dort unter dem Einfluss weiterer Mutationen eine
blastare Knochenmarkstransformation (Grisolano et al.,2003). Auch konnen bei der
Maus in seltenen Fallen Leukdmieformen gefunden werden, die mit einer nur
minimalen Infiltration von Milz und Knochenmark aber mit hohen Leukozytenzahlen
darunter unzahlige unreife Formen bzw. Blasten einhergehen (Cuenco et al.,2000).

In Analogie zur FAB-Klassifikation konnten einige schlecht differenzierte also akute
Leukamien der Maus zytochemisch mit Hilfe der Chloracetatesterase, der
Myeloperoxidase und der unspezifischen Esterase klassifiziert werden
(Perkins,1989). So liellen sich aufgrund des zytochemischen Profils folgende
Leukamien des Menschen bei der Maus in Analogie setzen:

M1, M2 (beide myeloblastisch, M2 mit Ausdifferenzierungstendenz),M4 (myelo-
monozytar), M5 (monozytar), M6 (erythroleukamisch, meist durch Friend MuLV

hervorgerufen) (Fredrickson und Harris,2000).

Eine AML wurde bei der Maus hier dann diagnostiziert, wenn fur die Milz als
obligates Kriterium erfullt war: eine Vermehrung von Blasten (>10%) unter
Umstanden in einer expandierten roten Pulpa unter gleichzeitiger Reduktion der
weillen. Demgegenuber war der Befall des Knochenmarks (> 10% unreife
Formen/Blasten) ein variables, also nicht immer erfulltes Kriterium. Weitere variable
Zusatzkriterien waren das Vorliegen einer Splenomegalie bzw >2,5% unreife
Formen/Blasten im Blutausstrich. War also die Diagnose Leukamie durch die
Untersuchung der Milz gestellt, konnte das Knochenmark durchaus eine geringe
Vermehrung von unreifen Formen/Blasten (<10%) und/oder eine Veranderung der
M/E Ratio (>3) und/oder eine Verminderung der Megakaryozyten zeigen. Damit war
es jedoch nicht gegen einen praleukdmischen Status abgegrenzt. Die hier zusatzlich

nachgewiesene Atypie des Knochenmark, das Vorliegen einer groen monozytoiden
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Zellpopulation, die sich erst elektronenmikroskopisch durch die bessere
Abgrenzbarkeit der neutrophilen Myelopoese zeigte, war ebenso wenig hilfreich fur

die Diagnose Leukamie, das sie auch bei Praleukamie vorkam.

Die hier beschriebenen Leukamien waren wegen des Nachweises der
unspezifischen Esterase in den unreifen Formen/Blasten als monozytar (M5)
klassifiziert worden (Li et al.,2002). Die Ausdifferenzierungstendenz derartiger
Elemente im Knochenmark kdnnen als weiterer Beleg fir die Richtigkeit dieser

Klassifizierung angesehen werden.

Kirzlich wurde eine neue Klassifikation der nicht-lymphatischen Leukamieformen bei
der Maus vorgeschlagen, die auf Blutbild, zytologischen, hamatopathologischen
immunphanotypologischen, genetischen und klinischen Kriterien beruht (Kogan et
al.,2002).

Als definierende Merkmale fur diese Klassifikation der Leukdmien bei Mausen
wurden angesehen:

1. Nachweis einer nicht-lymphatischen hamatopoetischen Neoplasie, die
hamatopoetisches Gewebe diffus befallt, generell beide die Milz und das
Knochenmark.

2. Die Mause sind anamisch, neutropenisch und/ oder thrombozytopenisch.

3. Nicht-lymphatische hamatopoetische Zellen sind in der Milz vermehrt

(generell in beiden hamatopoetisch aktiven Organen, also auch im

Knochenmark).

4. Die neoplastischen Zellen sind in jeder der folgenden Moglichkeiten (eine oder
mehrere) disseminiert:

A)in anderen Geweben als Blut, Milz und Knochenmark .
B) eine Leukozytose liegt vor und die Leukamiezellen machen wenigstens
20% der Leukozyten im peripheren Blut aus.

5. Die Erkrankung zeigt zusatzliche Merkmale der Malignitat im Erscheinungsbild
wie bei jedweder Kombination.

A) von wenigstens 20% nicht-lymphatischer unreifer Formen/ Blasten in Blut

Milz oder Knochenmark.
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B1) rapider Verlauf im primar erkrankten Tier (mittlere Zeit zwischen
Erscheinen der Leukdmie im Blut und moribundem Status innerhalb von 4
Wochen oder weniger.

B2) Transplantabilitat auf normale oder sublethal betrahlte histokompatible
Empfanger und rapider Verlauf im Empfanger (mittlere Zeit von der

Tranplantation bis zum moribunden Status 8 Wochen oder weniger).

Die Definitionskriterien unter 1. und 3. sind weitgehend redundant und erfillen sich
deshalb gegenseitig, es sei denn unter 1. werde die Diffusitat der Organinfiltration
betont und 3. sprache, was kaum wahrscheinlich aber sprachlich nicht
auszuschliel3en ist, die normale Hamatopoese an. In der Milz liegt sensu strictu nur
dann ein diffuser Organbefall vor, wenn wie bei M13 des hier abgehandelten
Kollektivs die Milzarchitektur vollstandig aufgehoben ist und eine “ Reinkultur “ von
Blasten vorliegt. Ein gering ausgepragter Milzbefall ist insofern immer multifokal, weil
bei partiell erhaltener Architektur des Organs sich die Leukamiezellen meist nur in
der roten Pulpa finden lassen.

Unter 5. sind alternative Kriterien fur die Definierung eines Krankheitsprozesses als
Leukamie aufgefuhrt, wobei nur die Erfullung der in 5§ A) und B) angegebenen
zeitlichen Verhaltnisse den Zusatz ,akut® verdienen.

Das entscheidende Kriterium in der Bethesda Klassifikation flr einen Vergleich mit
der hier getroffenen Eingruppierung ist die Organmanifestation mit mindestens 20%
an unreifen Leukamiezellen. Obgleich der eigene Grenzwert mit 10% um 50%
niedriger liegt, ergaben sich nur in 2 Fallen (Maus 3 und Maus 14) nicht konkordante
Diagnosen. In solchen Fallen sollte das Ausmall der Splenomegalie
Berucksichtigung finden, denn 14% bzw. 15% Blasten bei Organgewichten von
350mg und 240mg bedeuten ~40% bzw. ~30% Leukamiezellen bei einem normalen
Milzgewicht. Eine derartige Umrechnung des morphometrischen Milzbefundes im
Mausorganismus unter Berlcksichtigung des Organgewichtes wirde die splenale

Tumorlast zwischen den Tieren besser beschreiben und vergleichen lassen.
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4.7.4 Praleukamie bei der Maus

Auller den hier dargestellten Leukamiemanifestationen als Folge einer
Insertionsmutagenese nach retroviraler Markierung mit dLNGFR traten bei anderen
Mausen der Versuchsreihe weniger schwerwiegend hamatologische Veranderungen
auf, die wegen gleichartiger Transgenexpression (Li et al.,2002) als praleukamische
Zustande aufgefasst wurden. Dabei stellte sich heraus, dass nur die feingewebliche
Untersuchung der Milz und die elektronenmikroskopische Analyse des Knochenmark
die frUhesten Veranderungen aufdecken konnten. In der Milz manifestierten sich
diese Vorboten durch kleine Inseln von Blasten und im Knochenmark durch das
Auftreten einer monozytoiden Zellpopulation.

Die daruber hinausgehenden Veranderungen fuhrten zu eigenen Kriterien fir die
Diagnose einer eindeutigen Praleukamie. Diese sind in der Tabelle 10

zusammengefasst.
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Tabelle 10 Diagnostische Kriterien fiir eine Praleukamie bei der Maus®

Das Vorliegen einer Praleukdmie war anzunehmen, wenn 3 Punkte erfiillt waren

e Splenomegalie ( > 120 mg)

o Zwei morphologische Milzkriterien
Vermehrung von unreifen Formen/ Blasten (> 5% aber <10% Blasten)

Expansion der roten, Kompression der weifden Pulpa

o Wenigstens 2 Knochenmarkkriterium
>2.5% <10% unreife Formen/Blasten
M/E Verhaltnis >3

Nachweis einer signifikanten monozytoiden Zellpopulation

o Wenigstens ein Blutkriterium
Unreife Formen Blasten (<2,5%)
Anamie
Thrombozytopenie
Leukozytopenie

Leukozytose

Definierte praleukamische Zustande, wie sie die myelodysplastischen Syndrome
beim Menschen darstellen (Benett et al.,1982) waren bei der Maus bis vor kurzem
nicht bekannt. Die Latenzperioden zwischen der Manifestation einer Leukamie und
Ihren InduktionsmaflRnahmen wie Bestrahlung und/oder Inokulation mit MuLV kénnen
als solche praleukdmische Stadien aufgefasst werden. lhre klinischen und
histopathologischen Merkmale wurden bislang nur vereinzelt definiert (Grisolano et
al.,2003).

Im Rahmen der Bethesda Klassifikation von nicht- lymphozytaren hamatopoetischen
Neoplasien bei der Maus wurden folgende Definitionskriterien fur Myelodysplastische

Syndrome vorgeschlagen.

> Bis auf den Nachweis einer signifikanten monozytoiden Zellpopulation fanden die Kriterien bereits fiir die
Publikation von Li et al. (2002) Anwendung.
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1. Im peripheren Blut zeigen die Mause einen oder mehrere der folgenden

Punkte:
A. Neutropenie (mit oder ohne Anamie, mit oder ohne Thrombozytopenie)
B. Thrombozytopenie ohne Leukozytose oder Erythrozytose
C. Anamie ohne Leukozytose oder Thrombozytose

2. Die Mause weisen einen Reifungsdefekt in der nicht- lymphozytaren

Hamatopoese auf, so einen der folgenden Punkte:

A. Dysgranulopoese, Dyserythropoese und/oder dysplastische Megakaryozyten
mit oder ohne einer Vermehrung von nicht-lymphozytaren unreifen
Formen/Blasten

B. Wenigstens 20% nicht-lymphozytarer unreifer Formen/Blasten in Knochenmark
und/oder Milz

3. Die Erkrankung ist keine nicht-lymphozytare Leukdmie:

(wenn sie Myelodysplasiekriterien 1 und 2 erflullt, zusatzlich jedoch auch
Leukamiekriterien, sollte sie als nicht-lymphozytarte Leukamie bezeichnet

werden).

Die Abgrenzung gegenuber myeloischen Leukamien ist in dieser Klassifikation nicht
ersichtlich, wenn der Punkt 2 B erfullt sein sollte.

Ein weiterer Gesichtspunkt dafir, diese Klassifikation an dem eigenen Kollektiv von
Mausen nicht anzuwenden, war das Fehlen von dysplastischen Veranderungen, wie
sie fur die myelodysplastischen Syndrome des Menschen charakteristisch sind. Aus
diesem Grunde wurde auch bewusst in dieser Untersuchung auf den Begriff
Myelodysplastisches Syndrom verzichtet. Es wurde vielmehr der Terminus
Praleukamie benutzt, um die nicht-leukamischen Blutbildungs-und
Blutbildveranderungen zu charakterisieren, zu denen es im Rahmen der
beobachteten Insertionsmutagenese gekommen war.

Alle erkrankten Mause, solche mit manifester Leukamie wie auch die mit
praleukamischen Veranderungen, besallen genotypisch den gleichen Zellklon, der
sich durch eine Vektorkopie, integriert in das murine Evi1 (ecotropic viral integration
site-1) Gen, auszeichnete (Li et al.,2002). So beruhten die hier vorgestellten Falle
von Praleukamie nicht nur auf morphologischen sondern auch auf genetischen

Kriterien.
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4.8 ,,Graft- versus- Host“ Konstellation

Viele Mausmodelle fir eine ,Graft-versus-Host“ Erkrankung beruhen auf der Injektion
von allogenen Milz- oder Knochenmarkzellen in subletal bestrahlte BALB/c Mause
(Nonomura et al.,1987, 1988a, 1988b, 1989, 1991a, 1991b, 1993, 1996; llan et al.,
2000; Itoh et al.,2000 ; Nagler et al.,2000).

Die intraperitoneale Verabfolgung mononuklearer Blutzellen des Menschen in
NOD/SCID-Mause stellt gleichfalls ein Modell der ,Graft-versus-Host“ Erkrankung
dar (Mosier et al.,1988). Neuartiger ist ein Tiermodell, welches auf einer intravendsen
Applikation menschlicher mononuklearer Blutzellen in Mausen mit ausgeschalteten

,recombination activating genes* (RAG2” y~ Mause) beruht (van Rijn et al.,2003).

Aus dem Transplantat hervorgegangene T-Zellen, welche durch Histo-
kompatibilitdtsantigene aktiviert werden, fuhren in Knochenmark und Milz des
Wirtsorganismus in der Regel eine monozytare Reaktion hervor (Fredrickson und
Harris ,2000). In der Leber wird durch CD4" T-Zellen eine L&sion erzeugt, die

schlielich einer primaren bilidren Leberzirrhose gleicht (Itoh et al.,2000).

In der hier gewahlten Versuchsanordnung fungierten die immuninkompetenten
NOD/SCID-Mause als Wirtstiere und die allogene Splenozyten stammten von
immunkompetenten Mausen des Stammes C57BI/6J. Als Besonderheit waren die
transplantierten Milzzellen zuvor transgenetisch markiert worden. Die transduzierten
Gene kodierten fir das CD34-Protein des Menschen (hu) mit seinen beiden
Varianten ,truncated“ tr und ,full-length® fl, den vollstandigen Bezeichnungen hu
tCD34 und hu fICD34 entsprechend. Da nur jeweils 4 Tiere (GMTR1-4, GMFL1-4)
und ein Kontrolltier untersucht werden konnten, hatte die Untersuchung wegen der

kleinen Fallzahlen den Charakter einer Vorstudie.

4.8.1 Die Bedeutung der CD34-Molekiile

Obgleich der Konservierungsgrad des CD34 bei verschiedenen Spezies hoch ist,
unterscheidet sich jedoch die Rolle fur das jeweilige myeloische System (Sato et
al.1999; Goodell,1999; Okuno et al.,2002). Im Gegensatz zum Menschen sind z.B.
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murine Blutstamm-und Progenitorzellen CD34". Nur nach Transplantation retroviral
transduzierter Knochenmarkszellen wurden CD34" Progenitorzellen im Knochenmark
der Maus beschrieben (Grisolano et al.,2003). Dennoch sind die murinen
Vorlauferzellen fur die Transduktion der humanen Variante empfanglich.
Eingeschleuste Gene, die z.B. fur CD34-Proteine kodieren, eignen sich als
Zellmarker und sind als solche nicht nur geeignet fir eine auf Immunaffinitdt und
magnetic-activated cell sorting (MACS) basierende Anreicherung der Zellen, sondern
auch, wie hier gezeigt, fur ihre immunzytochemische Darstellung im
Empfangergewebe.

Das vollstandige (full-length) fICD34 ist ein glykosyliertes Typ | Transmembran-
phosphoprotein (Transmembran-Sialomucin) mit einem Molekulargewicht von 110-
120 kDa (Abb. 4.8.1). Seine extrazellulare Domane durfte der Adhasion und sein
intrazellularer Schwanz der Signaltransduktion dienen, die abhangig ist von
Erkennungsstellen fur Proteinkinase C.

Das tCD34 Protein existiert als eine natlrlich vorkommende Splicevariante mit
partieller Deletion (truncated = t) seiner intrazellularen Domane. Ihr fehlen die fir die
Signaltransduktion essentiellen Erkennungsstellen fur die Proteinkinase C (Krause et
al.,1996; Fackler et al.,1995; Fehse et al.,2000 ).

full-length (1) truncatedt)

NH, NH,
NIAEIIKadhesion
TXGadhesion

PKCphosph site —®N-linkedCHO

PKCphosph site = O-linkedCHO
© Sialic acid

E Serine motif (?) ¢ C Cysteine

COOH

Abb. 4.8.1. Es kommen den zwei Varianten des CD34-Molekiils vor. Das Molekil in seiner
vollstandigen Lange (fl) ist links abgebildet. Rechts sieht man die trunkierten Variante (t). Sie ist das
Ergebnis eines alternativen Splicings. Es fehlen ihr die beiden PKC- Phosphorylierungsstellen fir die
Signaliibertragung.(Abb. aus Fehse et al.,2000).
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Hamatopoetischen Progenitorzellen expremieren CD34 ebenso wie aktivierte
hamatopoetische Stammzellen und bestimmte embryonale Fibroblasten (Krause et
al.,1996; Sato et al.,1999; Goodell,1999). Die das CD34-Molekll tragende
Zellpopulation im Knochenmark des Menschen ist klein (Krause et al.,1996). Zu ihr
gehoren alle Koloniebildenden Einheiten (CFU).

So wird das myeloische System nach letaler Bestrahlung nur von CD34", nicht aber
von CD34°-Zellen bei Primaten besiedelt (Berenson et al.,1988). Wie sich bei der
Knochenmark- bzw. Blutstammzell-Transplantation in der Radikalbehandlung von
Brustkrebs und Plasmozytom herausstellte, kénnen CD34%-Zellen auch beim
Menschen das gesamte myeloische System neu etablieren (Dunbar et al.,1995)

Uber die molekularen Funktionsweisen der CD34-Molekiile ist wenig gesichert.
Madglicherweise dienen sie als Adhasionsvermittler und beeinflussen damit das sog.
,homing“; auch eine Beteiligung an den Differenzierungsprozessen der Blutzellen
wird diskutiert (Fackler et al.,1995; Hu und Chien,1998; Gordon et al.,2000)

Die Bedeutung der trunkierten Variante des CD34 Molekdls liegt vollig im Dunkeln.
Sie kommt auch bei Mausen natirlicher Weise vor (Krause,1996; Hu und
Chien,1998). Vergleichende Studien mit trunkierten und "full length® Molekulen
legten nahe, dass das komplette Molekll sowohl flr die Signaltransduktion
(Fackler,1995) als auch fur die Zelladhasion (Hu und Chien,1998) von Bedeutung ist.
Die Uberexpression von flCD34 soll beim Menschen die Differenzierung myeloischer
Zellen hemmen. Damit konnte das Molekul der Konstanterhaltung des Stammzell-
und Progenitorzellspeichers dienen (Fackler ,1995), indem es moglicher Weise als
Aktivierungsmarker fungiert (Sato et al.,1999; Goodell,1999). Dem entspricht, dass

die CD34-Expression mit der Differenzierung der Blutzellen verloren geht.

Beide Varianten des humanen Gens wurden fur die Markierung der als
Spenderzellen fungierenden Splenozyten eingesetzt. Es bestand die Frage nach
Unterschieden in den Wirtstieren im Hinblick darauf, ob sie transduzierte hu fICD34"

oder hu trCD34" Splenozyten erhalten hatten.
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4.8.2 Milzbefunde

In der kleinen Milz des Kontrolltiers lag in Ubereinstimmung mit seiner
Immuninkompetenz  eine hypoplastische weilde Pulpa vor, in deren zentralen
Anteilen jedoch CD3" also T-Zellen nachweisbar waren. Solche Zellen fanden sich
auch sehr locker verstreut in der roten Pulpa. Hu CD34"-Zellen waren

erwartungsgemald im Kontrolltier nicht nachzuweisen.

Die mit transplantierten transgenen Milzzellen manipulierten NOD/SCID-Mause
zeigten in den Milzen beider Gruppen jeweils in zwei Fallen gegenuber der Kontrolle
deutliche Zunahmen des Milzgewichts bis hin zur Splenomegalie mit = 120mg
Organgewicht. Auch in diesen Fallen blieb die weil3e Pulpa jedoch hypoplastisch und
in der expandierten roten war neben einer extramedullaren Hamatopoese zumeist
eine Hyperamie festzustellen. Eine zu erwartende monozytare Reaktion blieb also
aus. In einem Fall (GMFL-4) war die weil3e Pulpa partiell zellular leergeraumt bei
erhaltenem Gerustwerk der Retikulumzellen. Eine ausgedehnte fibrose Schadigung
der Organstruktur, wie kirzlich bei ,Graft-versus-Host“ Erkrankung in einem
neuartigen Mausmodell beschrieben (van Rijn et al.,2003), konnte jedoch nicht

nachgewiesen werden.

4.8.3 Leberbefunde

Charakteristischer Weise ist die ,,Graft-verus-Host “ Erkrankung des Menschen in der
Leber histologisch gekennzeichnet durch gelbbraune Ansammlungen von Galle in
erweiterten Gallenkanalchen mit Gallengangsatypien und portaler Fibrose (Farthing
et al.,1982). Dieses Bild ist morphologischer Ausdruck einer Cholestase. Weiterhin
sind in der Leber als Zeichen einer chronischen, immunologisch bedingten
Entzindung Lymphozyten um nekrotisierende Gallengange akkumuliert (Bernuau et
al.,1981). Die Zeichen einer Cholestase/ Cholangitis waren im hier untersuchten
Material nicht nachweisbar. Entzindliche Veranderungen, die sich auch durch
Zunahme der Lebergewichte aullerten, waren allerdings festzustellen. I|hr Muster in
Form von periportal angeordneten Rundzellinfiltraten war kompatibel mit anderen
Modellen einer ,Graft-versus-Host® Reaktion bei Mausen (Nonomura et al., 1996,
1998; van Rijn et al ,2003) .
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Beweisend fur die immunologisch bedingte Natur dieser periportalen
Rundzellinfiltrate im hier beschriebenen Kollektiv war der immunzytochemische
Nachweis des CD3-Antigens und die damit erwiesene T-Zellnatur in einem Grolteil
der Lymphozyten. Verglichen mit dem Kontrolltier handelte es sich wegen ihrer
grolen Anzahl um immunkompetente T-Zellen, die sich also von den
Spendersplenozyten notwendigerweise herleiten mussen. Aulderdem waren fokale
Leberzellnekrosen bis hin zu Gewebseinschmelzungen und Héhlenbildungen zu
beobachten. Die periportalen Infiltrate und parenchymatdsen Leberschaden waren
in der GMFL-Gruppe besonders ausgepragt.

Auler den entzindlichen Veranderungen waren in der Leber intrasinusoidal kleine
Nester einer Hamatopoese nachweisbar, die vor allem aus Erythroblasten und
wenigen Megakaryozyten bestanden, uUber deren Herkunft wegen der Markierung

von Stammzellen mit hu CD34 gewisse Aussagen gemacht werden konnten.

4.8.4 Schicksal der humanen CD34 Genprodukte hu trCD34 und hu fICD34
im Mausorganismus

Die transduzierten Genvarianten hu tCD34 und hu fICD34 zeigten im
Mausorganismus nach immunzytochemischer Darstellung ihrer Genprodukte keine
signifikanten Unterschiede in ihrer Expression. Der fehlenden Rolle des CD34-
Molekdls fur das Stamm- und Progenitorzellsystem der Maus entsprach der Befund,
dass die Expression des transduzierten Gens nicht mit der Differenzierung der
Blutzellen verloren ging.

Die in Zellmembranen lokalisierten Genprodukte zeigten in den Megakaryozyten die
bei weitem intensivsten immunzytochemischen Anfarbungen. Die Reaktionsprodukte
erfullten den gesamten Zellleib der Riesenzellen. Das war dahingehend zu deuten,
dass im Zytoplasma der Megakaryozyten die Membranen der zukunftigen
Thrombozyten als sog. Demarkationszonen und Vesikel praformiert vorliegen und
damit eine zytoplasmatische Anfarbung bedingen.

Durch das Reaktionsprodukt in diesen Zellen konnte man hu CD34" von hu CD34
Megakaryozyten in Milz und Leber differenzieren und so zumindest fur die
markierten Elemente eine Aussage Uber ihre Herkunft treffen. Wegen der geringen
Fallzahlen war eine statisch signifikante Aussage flr die beiden Gruppen (hu tCD34

und hu flICD34 markiert) zwar nicht moglich, doch liel sich immerhin veranschlagen,
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dass bei ca. 90% bzw. >50% CD34" Megakaryozyten in der Milz die dort etablierte
extramedullare Hamatopoese Uberwiegend aus markierten Spenderzellen stammte.

In den Erythroblasten der Leber liel} sich immunzytochemisch kein hu CD34
Genprodukt erkennen, obgleich in der roten Reihe seine Expression mit
monoklonalen Antikorpern fluBzytometrisch nachgewiesen worden war (Li et
al.,2002). Da das humane CD34-Genprodukt aber auller in den Megakaryozyten
auch in vereinzelten und kleinen Gruppen von Granulozyten nachzuweisen war, ist
anzunehmen, dass die nicht gelungene farberische Darstellung des Markergens in
der roten Reihe mit der Menge der exprimierten Molekule zusammenhangt. So wie
diese im Zellleib der Megakaryozyten durch praformierte Membranen der zukunftigen
Thrombozyten angereichert sind und damit sogar eine scheinbar zytoplasmatische
CD34 Positivitat bedingen, kdnnte umgekehrt in der roten Reihe die Empfindlichkeit
der zytochemischen Methode fur den Nachweis des Antigens nicht ausreichend
gewesen sein. Aus diesem Grunde konnte auch kein Bezug zu FACS Analysen

hergestellt werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das Knochenmark der Maus ist im Vergleich zu dem des Menschen primar
hyperproliferativ. Es ist also in den zentralen Anteilen des Skeletts weitgehend frei
von Fettzellen. Damit tragt es den folgenden Gegebenheiten Rechnung: die
Erythrozyten der Maus sind nur etwa halb so gro® wie die des Menschen bei
vergleichbarem Hamatokrit, also in etwa doppelter Konzentration vorliegend. Zudem
betragt ihre Lebenszeit weniger als die Halfte, und die Thrombozyten weisen eine
etwa dreifach hohere Konzentration im Blut als beim Menschen auf. Mit seinem
Zellreichtum fehlt dem Knochenmark der Maus eine Reservekapazitat fur Zustande
mit erhohtem Blutzellbedarfs. Daraus ergibt sich eine besondere Rolle der Milz fur
die Blutbildung bei murinen Spezies, die sich auch auf die Manifestation von
Leukamien auswirkt.

Eine Expansion der roten Milzpulpa hervorgerufen durch leukamische Infiltrate (=
10% Blasten) und ein Schwinden der weillen Pulpa waren charakteristische
Merkmale fur die Leukamie, wie sie nach Mutagenese hervorgerufen durch Insertion
des dLNGFR Markergens in murine Knochenmarkzellen bei 6 von 10 Mausen auftrat.
In fortgeschrittenen Fallen war die normale Architektur der Milz vollstandig
aufgehoben und weitgehend ersetzt durch Massen von blastaren Leukamiezellen.
Das Knochenmark zeigte jedoch in keinem der Falle von Leukamie eine
vergleichbare blastische Transformation und war deshalb flr die Diagnostik von
nachrangiger Bedeutung. Die fuhrenden Zeichen der Knochenmarksbeteiligung am
leukamischen Prozess waren neben nur einer maligen Vermehrung von Blasten
eine ausgepragte Reduktion der Erythropoese und das Auftreten monozytoider
Zellpopulationen. Die damit gegebene Ausdifferenzierungstendenz der leukamischen
Elemente im Knochenmark ergab einen weiteren Beleg fur die urspringlich
zytochemisch vorgenommene Klassifizierung der Neoplasie als Monozytenleukamie.
FUr die Diagnostik praleukamischer Zustande bei den transgenen Mausen waren
Blutstatus und Milzbefunde entscheidend. Im Knochenmarksbefund ergaben sich
jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen Praleukamie und manifester

Leukédmie. Bei einem noch blutgesunden Tier zeigte sich eine gesteigerte
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Hamatopoese in der Milz mit kleinen Inseln von Blasten als die friheste Veranderung
im Sinne einer latenten Praleukamie.

In der hier gewahlten Versuchsanordnung einer ,Graft-versus-Host“-Reaktion
fungierten immuninkompetente NOD/SCID-Mause als Wirtstiere und als Transplantat
dienten allogene Splenozyten, die von immunkompetenten Mausen des Stammes
C57Black stammten. Als Besonderheit waren die transplantierten Milzzellen zuvor
transgenetisch markiert worden. Die transduzierten Gene kodierten fur das CD34-
Protein des Menschen (hu) mit seinen beiden Varianten ,truncated“ tr und ,full
length® fl. Nach Transplantation von transgenen Milzzellen zeigten die NOD/SCID-
Mause in den Milzen beider Gruppen jeweils in zwei Fallen deutliche Zunahmen des
Milzgewichts bis hin zur Splenomegalie mit 2120mg. Die weilde Pulpa blieb jedoch
weitgehend hypoplastisch und in der expandierten roten war neben einer
extramedullaren Hamatopoese zumeist eine Hyperamie festzustellen In einem Fall
war die weilde Pulpa stellenweise zellular leergeraumt bei erhaltenem Gerustwerk der
Retikulumzellen.

In beiden Gruppe lagen die Lebergewichte tUber dem Wert des Kontrolltiers. Die
Leberschnitte zeigten periportale Rundzellinfiltrate und intrasinusoidal kleine Nester
einer Hamatopoese vor allem aus Erythroblasten und wenigen Megakaryozyten
bestehend. Cholestatische Verdnderungen waren nicht nachweisbar. CD3’-
Lymphozyten waren im Sinussystem und in den periportalen Infiltraten angereichert.
In der GMFL-Gruppe waren die periportalen Infiltrate grof3er und es kam zu
Gewebseinschmelzungen.

Die transduzierten Genvarianten hu tCD34 wund hu fICD34 zeigten im
Mausorganismus nach immunzytochemischer Darstellung ihrer Genprodukte keine
signifikanten Unterschiede in der Expression. Die transmembranen Genprodukte
zeigten in den Megakaryozyten die bei weitem intensivsten immunzytochemischen
Anfarbungen. Die Reaktionsprodukte erflillten den gesamten Zellleib der
Riesenzellen. Dies wurde dahingegen gedeutet, dass im Zytoplasma der
Megakaryozyten die Plasmamembranen der zuklnftigen Thrombozyten als sog.
Demarkationszonen und Vesikel praformiert vorliegen.

Insgesamt waren in der Leber also die Zeichen einer ,Graft-versus-Host“ -Reaktion

mit derjenigen einer transplantierten Hamatopoese kombiniert.
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