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Der Morbus Hodgkin (Lymphogranulomatose) ist eine in den Lymphknoten entstehende
Krebserkrankung, die auf eine Transformation von B-Lymphozyten zuriickzufiihren ist.
Histologisches Merkmal des Hodgkin-Lymphoms sind die mehrkernigen Reed-Sternberg-
Zellen, die aus einkernigen Hodgkin-Zellen entstehen. Unbehandelt verlduft die Erkrankung
todlich, sie ist heute jedoch durch Strahlentherapie und Polychemotherapie hédufig heilbar.
Genetische Instabilitdt ist ein klassisches Merkmal beim Hodgkin-Lymphom. Es ist
charakterisiert durch Chromosomenzahlen im hyperdiploiden Bereich und ein ausgepragt
heterogenes Muster karyotypischer Verdnderungen. Die Erkrankung kennzeichnende typische
chromosomale Anomalien konnten bis heute allerdings nicht gefunden werden.

Als mogliche Ursache chromosomaler Instabilitit wurden die Spindelpolkérperchen
(Zentrosomen) Gegenstand zahlreicher Studien. Zentrosomen spielen in der Zellzyklus-
regulation eine zentrale Rolle. Da ihnen die Organisation der Mikrotubuli wihrend der
Zellteilung zukommt, tragen sie wesentlich zur Ausbildung der bipolaren Teilungsspindel
wihrend der Chromosomenverteilung bei. Wenn die Abstimmung zwischen Zentrosomen-
Duplikation und DNA-Replikation fehlschlédgt, fiihrt dies zur Zentrosomenamplifikation mit
konsekutiver Bildung mono- oder multipolarer Spindeln und folglich zur Fehlverteilung von
Chromosomen und Aneuploidie. Insofern werden Fehlregulationen im Zentrosomenzyklus
seit langem als mogliche Ursache chromosomaler Instabilitit angesehen.

Aus Zellkulturen der sieben Hodgkin-Zelllinien L 428, L 591, L 1236, KM-H2, L 540,
HDLM-2 und HD-MYZ wurden Zellen gewonnen. Zentrosomenaberrationen wurden durch
Immunfluoreszenz mit Hilfe von Antikorpern zur Darstellung gebracht. Ein monoklonaler
Anti-Gamma-Tubulin-Antikérper kam dabei als Primirantikérper zur Anwendung. Als
Sekundérantikdrper wurde ein Indocarbocyanin konjugierter Ziegenantikdrper verwendet.
Vorkommen und Erscheinungsbild von numerischen und strukturellen zentrosomalen
Verianderungen wurden durch Auszéhlen von jeweils liber 400 Zellen untersucht. Zur
Weiterentwicklung der Auswertung wurde dariiber hinaus eine neue Methode etabliert. Diese
basiert auf der Anwendung eines Computerprogramms, welches Zellen in Bildfeldern
analysiert und in der Lage ist, Zellkernflichen, zentrosomale Fldchen und die Anzahl von
Zentrosomen in einer Zelle zu berechnen. Diese Parameter wurden flir jeweils iiber 200
Zellen erhoben und ausgewertet. Die computergestiitzte Methode erlaubt die Auswertung
zentrosomaler Verdnderungen auf einem hohen standardisierten Niveau.

Die Auswertung von Metaphasen der sieben Hodgkin-Zelllinien zeigte hyperdiploide,
triploide und auch tetraploide Chromosomensétze sowie eine hochgradige Heterogenitét der
Chromosomenzahlen. Dabei bestanden signifikante Unterschiede zwischen den Zelllinien.
Die Berechnung der Schwankungsbreite der Chromosomenzahlen in den Karyogrammen
verdeutlichte, dass eine Zelllinie trotz eines tetraploiden Chromosomensatzes als genetisch
stabiler angesehen werden kann als eine Zelllinie mit einer vergleichsweise geringeren
Abweichung zum diploiden Chromosomensatz wie im Falle hyperdiploider Zelllinien.



Numerische Zentrosomenaberrationen {iberwogen gegeniiber strukturellen Aberrationen
deutlich. Dieses Verhiltnis stellt sich bei vielen himatologischen Neoplasien umgekehrt dar.
Polyploidisierung kann eine mdgliche Ursache fiir die Vermehrung von Zentrosomen sein.
Anders als in der Literatur beschrieben treten numerische Zentrosomenaberrationen allerdings
nicht nur bei mehrkernigen Reed-Sternberg-Zellen auf, sondern sind dieser Arbeit zufolge
ebenso Merkmal einkerniger Hodgkin-Zellen. Die Tatsache, dass die nahezu diploide
Hodgkin-Zelllinie L 591 die meisten Zentrosomenaberrationen aufweist, spricht dafiir, dass
Polyploidisierung sicher nicht den einzigen Mechanismus in der Entstehung zentrosomaler
Verianderungen darstellt.

Moglicherweise vereinigt die Zelle iiberzéhlige Zentrosomen zu zwei groflen Aggregaten,
welche die Ausbildung einer bipolaren Teilungsspindel ermdglichen und das Uberleben der
Zelle sicherstellen. Die ausgeprdgten numerischen Zentrosomenaberrationen stellen
andererseits fir die Hodgkin-Zellen moglicherweise eine Voraussetzung dafiir dar, durch
multipolare Zellteilung die ihnen eigene genetische Instabilitit zu bewahren. Numerische
Zentrosomenaberrationen konnen dementsprechend gleichermallen als Ursache und als Folge
von Polyploidisierung und Aneuploidie betrachtet werden.

Auch in der Frage nach einem Zusammenhang zwischen Zentrosomenaberrationen und
chromosomaler Instabilitit spielt dies eine wichtige Rolle. Es konnte in der vorliegenden
Arbeit keine derartige Korrelation beschrieben werden, es ergab sich allerdings ein schwacher
positiver Zusammenhang zwischen der Grof3e der zentrosomalen Fliachen und der Grof3e der
entsprechenden Kernflichen. Bei hédmatologischen Erkrankungen sind Korrelationen zu
zytogenetischen Daten bisher insbesondere fiir strukturelle Zentrosomenaberrationen
beschrieben worden. Diese finden sich beim Morbus Hodgkin dieser Arbeit zufolge jedoch
viel seltener als numerische Zentrosomenaberrationen. Die Etablierung der computerbasierten
Methode in dieser Arbeit stellt diesbeziiglich eine Weiterentwicklung der Auswertung von
zentrosomalen Verdnderungen in standardisierter Form dar.



