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Zusammenfassungen

1 Zusammenfassungen

1.1 Zusammenfassung

Viele Karzinome entstehen auf dem Boden einer ¢ocben Entziindung. Das gilt auch fir das
Bronchialkarzinom, das die haufigste Krebstodesimsaveltweit darstellt. Um herauszufinden, ob
typische Tumormerkmale wie Aneuploidie, Zentrosorpbifkation oder multipolare Mitosen
bereits im leicht und stark entztindlichen Broncleuggpbe vorkommen, wurde von 34 Patienten, bei
denen wegen eines Bronchialkarzinoms eine Lundeggektion durchgefihrt wurde, Tumor- und
Bronchusgewebe untersucht. Bei einem Nachweis mdidéerkmale bereits in der frihen

Entzindung, kbnnten diese als diagnostische unghpstische Marker zuklnftig Nutzung finden.

Das intraoperativ gewonnene Gewebe wurde kultivied in den Passagen PO, P1 und P2 fixiert.
An diesen Zellen wurde dann zur Bestimmung der aFetind Aneuploidierate nach einer
immunzytochemischen Anfarbung der Epithelzellere dttuoreszenz-in-situ-Hybridisierung gegen
Chromosom 7 und 8 durchgefuhrt. Um die Anzahl demtidbsomen in Bezug auf den Ploidiegrad
zu bestimmen, wurde die Fluoreszenz-in-situ-Hybraung gegen Chromosom 8 mit einer
immunzytochemischen Farbung der Zentrosomen komatbirAuRerdem wurden die multipolaren

Mitosen gezéahlt.

Im leicht entztndlichen Bronchusgewebe lag der ihmer genau tetraploiden Epithelzellen im
Mittel in Passage 0 bei 4,0 % (0,0 bis 9,5 %) uaddakr aneuploiden Epithelzellen bei 5,1 % (0,0
bis 11,5 %). Dabei sind unter aneuploiden Zellenaptoide Zellen und Zellen mit anderen
Aneuploidiegraden zu verstehen. Im stark entzihdhc Bronchusgewebe fanden sich 6,3 %
tetraploide (3,3 bis 9,0 %) und 6,7 % aneuploidéHefzellen (3,5 bis 9,0 %). Im Tumorgewebe
wurden 15,6 % tetraploide (0,5 bis 62,0 %) und 2b,&neuploide Epithelzellen (1,0 bis 78,5 %)
gezahlt. Das heildt tetra- und aneuploide Zellendemirbereits im entzindlichen Bronchusgewebe

gefunden und ihre Haufigkeit nahm mit dem Schwer@gler Entziindung zu.

Im entzindlichen Bronchusgewebe bestanden die &oidap Zellen im Gegensatz zum
Tumorgewebe hauptséchlich aus tetraploiden ZeBein.den Nichtepithelzellen fanden sich keine
erhdohten Tetra- oder Aneuploidieraten: Die Mittatiwdagen sowohl fiir die tetraploiden, als auch

fur die aneuploiden Zellen bei allen drei Gewebateu5 %, dem Wert, der fur Zellkulturen noch
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als normal angesehen wird. Zentrosomamplifikatind multipolare Mitosen fanden sich nicht nur

im Tumorgewebe, sondern ebenfalls bereits im ewlzilren Bronchusgewebe.

Das heil3t, es fanden sich bereits in Zellkulturems aentziindlichem Bronchusgewebe
tumorspezifische Merkmale, was die Entzindung almdrvorstufe charakterisiert. Dabei scheinen
die aneuploiden Tumorzellen aus den tetraploiddleZeler entziindlichen Bronchialschleimhaut
hervorzugehen. Damit konnten diese tumorspezifiscMerkmale, wie erhdhte Tetra- und
Aneuploidisierung, Zentrosomamplifikation und mpdtiare Mitosen, nach weiteren
Untersuchungen mit groRerem Probenumfang eventmakinftig als diagnostische und

prognostische Marker genutzt werden.

1.2 Summary

Polyploidization and centrosome amplification in irflammatory bronchi and

bronchial carcinoma

Lots of tumours are caused by chronic inflammatidiso lung cancer, the major cause of cancer
death in the world, develops in chronically inflar@onchial tissue. To find out if tumour-specific
features like aneuploidy, centrosome amplificattwrmultipolar mitoses occur already in low and
high grade inflammatory bronchial tissue, bronclarsl tumour tissue of 34 patients, who
underwent partial lung resection because of a lmahcarcinoma, was examined. If these features
are detected in the early inflammation they cowddubed as diagnostic and prognostic markers in

future.

The cells of these tissues were cultivated anddfixe passage PO, P1 and P2. After
immunocytochemical staining of epithelial cells mofescence in situ hybridization against
chromosome 7 and 8 was performed to determine #dgged of tetraploidy and aneuploidy.
Furthermore a fluorescence in situ hybridizatiomiagt chromosome 8 was combined with an
immunocytochemical staining of centrosomes to asrethe number of centrosomes in relation to

ploidy. In addition, the multipolar mitoses wereuoted.

In low grade inflammatory bronchial tissue in pagsa the part of exactly tetraploid epithelial sell
was 4.0 % in the mean and ranged from 0.0 to 9.9186. aneuploid epithelial cell fraction was
5.1 % (0.0 to 11.5 %) in this tissue. Aneuploidsehean exactly tetraploid cells and cells with all

other grades of aneuploidy. In high grade inflanonabronchial tissue 6.3 % tetraploid epithelial
2
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cells (3.3 t0 9.0 %) und 6.7 % aneuploid epithatells (3.5 to 9.0 %) were found. In tumour tissue
15.6 % tetraploid (0.5 to 62.0 %) and 25.6 % anadpkpithelial cells (1.0 to 78.5 %) were
counted. So, tetraploid and aneuploid cells wertedoalready in inflammatory bronchial tissue.

The degree of tetraploidy and aneuploidy was rigiitg the degree of inflammation.

In contrast to tumour tissue, in inflammatory broat tissue the group of aneuploid cells mainly
consisted of tetraploid cells. No increased ratéetraiploid or aneuploid cells was detected in the
non-epithelial cells. For all three tissues the mealues for tetraploid and aneuploid cells were
below 5 %, which is thought to be normal for celltares. Centrosome amplification and
multipolar mitoses were detected not only in tumbssue but already in inflammatory bronchial

tissue.

In conclusion cell cultures of inflammatory brorahitissue already showed tumour-specific
features thus characterizing the inflammation ggediminary stage of cancer development. The
aneuploid tumour cells seem to arise from the péard cells of the inflammatory bronchial tissue.
After further investigations these tumour-spedifiatures like increased tetraploidy and aneuploidy,
centrosome amplification and multipolar mitosesmige used as diagnostic or prognostic markers

in future. This would require trials involving highamounts of samples.
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2 Einleitung

2.1 Die chronische Entziindung

Die Entziindung ist eine komplexe Abwehrreaktion @eganismus auf schadigende, exogene oder
endogene Reize unter Beteiligung von Entzindunigsgel Entzindungsmediatoren und
Mechanismen des Gesamtorganismus mit der Funldierschadigende Noxe zu eliminieren oder
zu inaktivieren und mogliche Schaden zu reparieRaize, die eine Entzindung ausldsen, kénnen
chemische oder physikalische Reize oder Infektiorsgin. Nach dem zeitlichen Verlauf
unterscheidet man perakute, akute, subakute unohisckhe Entziindung. Bei der chronischen
Entziindung unterscheidet man eine primar-chronigohesiner sekundar-chronischen Entztindung,
wobei letztere aus einer akuten Entzindung hertbrdgei der priméar-chronischen Entziindung
zeigt das entzindliche Infiltrat von Anfang an d#erkmale einer chronischen Entzindung.
Histopathologisch ist ein chronisches Entziinduriijsat durch das Uberwiegen von
mononukledren Entzindungszellen, also Lymphozytéasmazellen und Makrophagen,

gekennzeichnet (Thomas 2003).

Es ist bekannt, dass die chronische Entzindung emtecheidende Rolle im Rahmen der
Tumorentstehung spielt. Bereits 1863 hat Roberthdw auf Grund von Leukozyten, die er in
neoplastischem Gewebe fand, eine Verbindung zwmséh@zindung und Krebs hergestellt. Er
nahm an, dass die "lymphoretikuléren Infiltrate$ dntstehen des malignen Tumors an Stellen der
chronischen Entzindung widerspiegeln (Balkwill uMhntovani 2001). Mittlerweile ist die
Hypothese, dass maligne Tumore auf dem Boden elmenischen Entziindung entstehen kénnen,

als gesichert anerkannt (O'Byrne und Dalgleish 2001

Chronische Entziindungen kénnen durch Infektionesgeltst werden. Beispiele hierfir sind die
chronische Hepatitis, ausgel6st durch eine Infektiot Hepatitis B- oder C-Virus, die dann Uber
das Stadium der Leberzirrhose zur Entstehung éiepatozellularen Karzinoms fuhrt (Yang et al.
2011, Castello et al. 2010, El-Serag 2012). DastéBmkn Helicobacter pylori verursacht eine
Entzindung des Magens, die zu Magengeschwiiren, iMddgaokarzinom (Loffeld et al. 1990)
sowie dem Magenmukosa assoziierten Lymphom fiheasm KStolte 1992, Dorer et al. 2009).

Ebenso kénnen Wurminfektionen Uber eine chronigehiziindung Karzinome auslésen. Dabei
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kann eine Infektion mit Schistosoma haematobiumdeu Entstehung eines Blasenkarzinoms
(Gelfand et al. 1967), sowie mit Opisthorchis viwgar oder Clonorchis sinensis zu
Cholangiokarzinomen fuhren (Schwartz 1980, Venrdruad Polman 2009). Infektionen sind fur

18 % aller Krebserkrankungen weltweit verantwoltl{arkin 2006).

Eine andere Form der chronischen Entziindung ohm@nbéen Ausloser, ist die chronisch
entzindliche Darmerkrankung, die das Risiko an mirk@lorektalen Karzinom zu erkranken,
erhoht (Ekbom et al. 1990, Freeman 2008, Waldner Naurath 2009). Ein weiteres Beispiel
hierfir ist die altersbedingte Entzindung des Rtagewebes, auf deren Boden ein

Prostatakarzinom entstehen kann (Sandhu 2008).

Weitere Ausloser einer chronischen Entziindung kérdeierhafte chemische oder physikalische
Reize sein. So entsteht durch den chronischen Refln Magensaure eine Osophagitis, die dann
Uber eine Metaplasie, den sogenannten Barrett-@goish zum Karzinom fuhrt (Naef et al. 1975,
Reid et al. 2010). Ebenso fuhrt eine chronischekiatitis zu einem erhdhten Risiko, ein
Pankreaskarzinom zu entwickeln. Hierbei sind dieagen Ursachen der chronischen Pankreatitis
noch unklar. Teilweise kommt es durch einen Aufddau Pankreasenzyme zu einer chronischen,

chemischen Reizung (Raimondi et al. 2010).

In der Lunge l6st Zigarettenrauch eine chemischiephysikalische Reizung des Bronchialgewebes
aus. Zigarettenrauch ist der fihrende RisikofaktarEntwicklung von Lungenkarzinomen und die
Uberwiegende Mehrheit der Lungenkarzinompatientneine Raucheranamnese. Zigarettenrauch
verursacht eine entziindliche Reaktion des Lungeelgesv(Bracke et al. 2006) und fihrt dadurch
zur Entstehung von Lungenkarzinomen (Moghaddaml. 089). Die chronische Entziindung in
den Bronchien und Alveolen von Rauchern fuihrt nneeproteolytischen Zerstérung der Alveolen
und einem Umbau der Luftwege, also zu einer chobnabstruktiven Lungenerkrankung (COPD)
(Saetta et al. 2001, Lee G et al. 2009). Die CORD durch inflammatorische Prozesse
gekennzeichnet, die zu zyklisch auftretender Schidj und Reparation des Lungengewebes
fuhren (O'Callaghan et al. 2010). Die COPD istrgirenit dem Auftreten von Lungenkarzinomen
korreliert (Wassawa-Kintu et al. 2005). Das heif&ucher mit COPD haben ein héheres Risiko ein

Lungenkarzinom zu entwickeln als Raucher ohne CQ&Hilrud et al. 1986, Mannino et al. 2003).

Der Stellenwert der chronischen Entzindung im Rahmber Tumorgenese wird auch dadurch

deutlich, dass eine entziindungshemmende Behandhibgnichtsteroidalen Antiphlogistika
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insbesondere bei Rauchern das Risiko senkt, an émegenkarzinom zu erkranken (McCormack
et al. 2011).

Zusammengefasst ist die chronische Entztindungbh#maig von ihrer Ursache - ein Risikofaktor

der Karzinomentstehung.
2.2 Das Bronchialkarzinom

2.2.1 Epidemiologie

Das Bronchialkarzinom ist eine bdsartige Gewebeitdutiy, die von Zellen des
Oberflachenepithels der Bronchien oder Bronchiokrsgeht. Dazu gehoren alle malignen,
epithelialen Tumoren des Lungenparenchyms eindilidre der neuroendokrinen Karzinome. Man
unterscheidet das kleinzellige und das nichtkldiigee Bronchialkarzinom. Das nichtkleinzellige
Bronchialkarzinom stellt 85 % aller Bronchialkarame dar. Dabei sind das Plattenepithelkarzinom
(PEC) und das Adenokarzinom (ACA) die haufigstetit&ten.

Weltweit ist Lungenkrebs die haufigste Krebserktamk 2008 wurden 1,61 Millionen
Neuerkrankungen, 13 % aller neu aufgetretenen Kialdsgeschatzt. Lungenkrebs stellt weltweit
mit 18 % aller Krebstodesfélle die haufigste Krelsisursache dar. Mit 55 % tritt Lungenkrebs am
haufigsten in den Industrielandern auf. Die Hawigkat seit 1980 zugenommen. Lungenkrebs ist
die haufigste Krebserkrankung bei Mannern weltwait, den hochsten Inzidenzen im Zentralen
Osten, Sudeuropa, Nordamerika und Ostasien. BeeRrst Lungenkrebs seltener, mittlerweile ist
es jedoch die vierthdufigste Krebserkrankung (8)5uitd die zweithaufigste Krebstodesursache
(12,8 %) weltweit. Die hochste Inzidenz wird in Mamerika beobachtet, wo Lungenkrebs der

zweithaufigste Krebs bei Frauen ist (Ferlay eR@lLO, Jemal et al. 2011).

In Deutschland ist Lungenkrebs die zweithaufigsteeldserkrankung bei Mannern und die
dritthaufigste bei Frauen. Bei Mannern war 2010denkrebs mit 24,9 % weiter mit Abstand die
haufigste, bei Frauen mit 13,6 % die zweithaufigkiebstodesursache in Deutschland. Hier
erkrankten 2010 etwa 35.000 Méanner und 17.000 FRraare Lungenkrebs. Damit lag die
altersstandardisierte Erkrankungsrate fir Manneéredeund fir Frauen bei 26 Erkrankten pro
100.000 Einwohner: Das heil3t, Lungenkrebs tritt Bi&innern etwa dreimal haufiger auf. Die

zeitliche Entwicklung ist bei beiden Geschlechtgdoch gegenlaufig: Sowohl die Erkrankungs-
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als auch die Sterberate nimmt bei Méannern seiteMigr 80er-Jahre kontinuierlich ab, bei Frauen
nehmen beide Raten kontinuierlich zu. Das mittterde@ankungsalter lag fur Manner bei 70 und fur
Frauen bei 68 Jahren. Die Heilungswahrscheinlithlsti niedrig: Die 5-Jahre-Uberlebensrate
betragt in Deutschland fur Manner 16 % und fir Era21 % (Robert Koch-Institut und die

Gesellschaft der epidemiologischen KrebsregisteDautschland e.V. 2013). In den deutschen
Statistiken werden als "Lungenkrebs" alle bdsantijeeubildungen von Trachea, Bronchien und

Lunge zusammengefasst.

2.2.2 Atiologie

Der bedeutendste Risikofaktor fir das EntsteherseiBronchialkarzinoms ist das inhalative
Tabakrauchen. Inm sind 80 bis 90 % aller Bronclaidihome zuzuschreiben (Deppermann 2011,
Alberg et al. 2013). Es besteht eine direkte Katreh zwischen der Menge gerauchter Zigaretten
und dem Risiko, an einem Bronchialkarzinom zu erkem. Nachdem das Rauchen aufgegeben
wurde, féllt das Risiko an Lungenkrebs zu erkrankaeder ab, erreicht aber wahrscheinlich nicht
die Werte von Nichtrauchern. Mittlerweile gilt adswiesen, dass auch Passivrauchen Uber einen
langen Zeitraum, das Risiko erhdht an einem Bralkhrzinom zu erkranken. Patienten, die an
einer chronischen Bronchitis leiden, entwickeln rébks haufiger ein Bronchialkarzinom,

insbesondere wenn eine obstruktive Komponente lie@therg et al. 2013).

Berufsbedingte Risikofaktoren sind fur circa 10 #&raBronchialkarzinome (Alberg et al. 2013)

ursachlich. Der wichtigste Risikofaktor stellt tber die berufliche Asbestexposition dar, die durch
zusatzliches Rauchen noch weiter potenziert wirdit®ve Berufskarzinogene sind: Arsen, Nickel,
Chrom, Beryllium, Quarz, halogenierte Ather undyagklische Kohlenwasserstoffe (O'Callaghan
et al. 2010). Ebenfalls als Berufserkrankung amerkaind Lungenkrebserkrankungen, die durch
ionisierende Strahlung aus Radonisotopen entstelem|s Staub im Erzbergbau inhaliert werden.
Ein bekanntes Beispiel ist der "Schneeberger Lukgés”, der bei Arbeitern von Erzbergwerken
rund um Schneeberg, einer Stadt im Erzgebirgeraudtier die Haufung von Lungenkarzinomen
bei Beschéftigten im Uranerzbergbau der ehemalizemschen Demokratischen Republik (Dhom
2004). Dass ionisierende Strahlung Lungenkrebsrsachen kann, wird auch durch Studien nach
den Atombombenabwirfen von Hiroshima und Nagasaledh (Preston et al. 1987). Auch die

Schadstoffbelastung der Luft, insbesondere mit dteub, gilt als Risikofaktor (Pope et al. 2002,
Turner et al. 2011).
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Des Weiteren konnen Infektionen an der EntstehwrgBronchialkarzinomen beteiligt sein. Dies
wurde sehr ausfuhrlich fir Infektionen mit Mycolearaim tuberculosis (Zheng et al. 1987, Engels
et al. 2009, Wu et al. 2011) sowie fiur Infektiommait Chlamydia pneumoniae (Littman et al. 2005)
gezeigt. Es scheint auch eine Assoziation mit eiralnfektionen zu bestehen: Hier sind
insbesondere Infektionen mit humanen Papillomav{i¢RV) zu nennen. Interessanterweise sind
nicht nur Plattenepithelkarzinome, sondern alléologischen Entitaten betroffen. Die Assoziation
des Bronchialkarzinoms mit einer HPV-Infektion iist europaischen Raum selten und mit 35,7 %
in Asien am hochsten (Klein et al. 2009). Aul3erderndht eine Infektion mit HIV (humanes

Immundefizienz-Virus) unabhéangig vom Raucherstdtas Risiko, an einem Bronchialkarzinom zu
erkranken. Das Bronchialkarzinom ist bei HIV-Patémnach den AIDS-definierenden Neoplasien
(AIDS: erworbenes Immundefektsyndrom), Kaposi-Sarkand Non-Hodgkin-Lymphom, die

dritthaufigste maligne Erkrankung und fir 16 % mall@desfalle von Patienten mit einer HIV-

Infektion verantwortlich (Alberg et al. 2013).

Der Einfluss der familiaren Pradisposition ist neebht endgultig geklart. Insbesondere bei jungen
Patienten sind haufig mehrere Familienmitgliederdsfen (Deppermann 2011) und eine positive

Familienanamnese fur Lungenkrebs erhoht das Erkragsgcisiko (Alberg et al. 2013).

2.2.3 Pathologie

Primare Lungentumoren werden nach den RichtlinenWlorld Health Organisation histologisch
klassifiziert. Bronchialkarzinome werden in 4 Haypippen eingeteilt: Plattenepithelkarzinome
(40 %), Adenokarzinome (35 %), gro3- (10 %) undnridellige (15 %) Karzinome (Herold 2013).
Das Plattenepithelkarzinom zeichnet sich durch dBlachweis intrazytoplasmatischer
Keratinbildung oder von Interzellularbriicken ausasDAdenokarzinom ist charakterisiert durch
Schleimbildung oder ein Wachstum in Form von aanartubularen oder papillaren Strukturen
sowie durch schleimbildende Zylinderepithelien, dike Alveolarsepten und Bronchiolen
austapezieren. Das letztere ist typisch fur dasdbioloalveoldre Adenokarzinom, das nach der
neuen Klassifikation fur Adenokarzinome als "Adesm@moma in situ” oder als "minimalinvasives
Adenokarzinom" bezeichnet wird (Travis et al. 201Bas grof3zellige Karzinom ist eine
Ausschlussdiagnose. Darunter versteht man ein Ilditferenziertes, nichtkleinzelliges Karzinom,
das weder die Merkmale eines Plattenepithelkarzenaoth die eines Adenokarzinoms aufweist.

Kleinzellige Bronchialkarzinome, die von neuroendo&n Zellen der Bronchialschleimhaut
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abstammen, sind ebenfalls schlecht differenziesigen eine hohe Proliferationsrate und kleine

Tumorzellen, die nicht gréf3er sind als drei Lymphern (Petersen 2011).

Aus therapeutischen Gesichtspunkten werden diedBralkarzinome in zwei Gruppen eingeteilt:
kleinzellige und nichtkleinzellige Bronchialkarzme. Die letzte Gruppe besteht aus
Plattenepithelkarzinomen, Adenokarzinomen und ggth@zen Karzinomen. Die nichtkleinzelligen
Bronchialkarzinome werden in den niedrigen Tumalista wenn mdaglich komplett reseziert und
erhalten ab Stadium Il eine adjuvante Chemotheramgebenenfalls in Kombination mit einer
Radiotherapie (zur Stadieneinteilung siehe Goeekemgt al. 2011). Bei den fortgeschrittenen
Stadien (IIB und 1V) wird eine Kombination aus @he und Radiotherapie empfohlen
(Goeckenjan et al. 2011, Zarogoulidis et al. 20B%i1 den kleinzelligen Bonchialkarzinomen
werden 70 % der Patienten mit bereits fortgeseméh Stadien erstmals diagnostiziert und erhalten
eine Chemotherapie, die gegebenenfalls mit eindrdieerapie kombiniert wird. Eine Resektion ist

nur bei sehr kleinen lokalisierten Tumoren sinny@lbeckenjan et al. 2011, Kallianos et al. 2013).

2011 wurde eine neue Klassifikation flr Bronchiatkaome von der Association for the Study of
Lung Cancer, der American Thoracic Society undEl@opean Respiratory Society verdffentlicht
(Travis et al. 2013). Darin wird unter anderem dfi@ssifikation eingefiihrt, die sich auf Biopsien
und Zytologie bei inoperablen Tumoren stitzt. Ader wird das Adenokarzinom neu

klassifiziert. Der Terminus "bronchioloalveolarearkinom" wird nicht mehr verwendet und durch
Adenocarcinoma in situ bzw. minimalinvasives Ademaknom ersetzt. Die invasiven

Adenokarzinome werden durch ihr vorherrschendetei@ifizierungsmuster klassifiziert. Die neue

Einteilung der Adenokarzinome bezieht sich auf Resespraparate.

Neue Therapieoptionen machen eine genaue histolagitinterscheidung der nichtkleinzelligen
Bronchialkarzinome notwendig. Zum Beispiel darf &atient mit einem Plattenepithelkarzinom
wegen des hohen Risikos fur lebensbedrohliche Bgéno nicht mit Bevacizumab, einem
monoklonalen Antikorper gegen VEGF (vascular enelidhgrowth factor), der fir die Behandlung
inoperabler nichtkleinzelliger Bronchialkarzinoma fortgeschrittenen Stadien zugelassen ist,
behandelt werden. Bronchialkarzinome, bei denenaltuten de€GFR-Gens (EGFR: epidermal
growth factor receptor) oder Rearrangemedés ALK-Gens (ALK: anaplastische Lymphom-

Kinase) nachweisbar sind, kénnen mit einem enthereden Tyrosinkinaseinhibitor behandelt
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werden. Diese Verdnderungen kommen jedoch nahezsclaief3lich bei Adenokarzinomen vor
(Travis et al. 2013).

Primare Lungentumore, die nicht als Bronchialkawmin klassifiziert werden koénnen, sind

verhaltnismaRig selten (circa 5 %) und spielen dame untergeordnete Rolle.

Alle vier Typen des Bronchialkarzinoms werden haéphlich durch Zigarettenrauch verursacht
(Khuder 2001). Das kleinzellige Bronchialkarzinomdudas Plattenepithelkarzinom kommen
hauptséachlich in den zentralen Anteilen des Braisistems vor, das Adenokarzinom und das
grof3zellige Karzinom treten meist in den periphekbschnitten der Bronchien auf (Khuder 2001).
Interessanterweise sind die Bronchialkarzinomendibt durch Zigarettenrauch ausgeldst sind, am

haufigsten Adenokarzinome.

In den letzten 50 Jahren nimmt die Haufigkeit vateAokarzinomen zu und gleichzeitig nimmt die
H&aufigkeit von Plattenepithelkarzinomen ab (Gaknal 2006). Als Grund dafur wird der vermehrte
Konsum von Filterzigaretten seit den Flnfziger dahangesehen, da zum einen die Raucher zum
Ausgleich tiefere und haufigere Zige nehmen undRigumch langer anhalten (Wynder und Covey
1987, Gabrielson 2006), so dass ein gro3eres Vaolwimgeatmet wird. Zum anderen werden durch
den Filter kleinere Partikel inhaliert, die tiefer das Bronchialsystem eindringen (Morabia und
Wynder 1991, Alberg et al. 2013). So sind auch gBepheren Bronchien dem Zigarettenrauch
ausgesetzt, was das vermehrte Entstehen von Ademuik@en mit einer Latenzzeit von 20 Jahren
erklaren konnte. AuRerdem hat sich die Tabakzusareetzung in den letzten Jahrzehnten
verandert: Durch den vermehrten Zusatz von Stangeld Blattrippen im Tabak hat der
Benzop]pyrengehalt im Tabakrauch um circa 60 % abgenommed der Gehalt an 4-
(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-Butanon um 70 g#agenommen. Diese Substanz scheint ein

Karzinogen zu sein, das spezifisch fur die Entsighuon Adenokarzinomen ist (Gabrielson 2006).

2.2.4 Pathogenese

Es werden drei interagierende, grundlegende Kopzepézliglich der Pathogenese des
Bronchialkarzinoms diskutiert (Smith et al. 1996).

Zum einen wird die Karzinogenese des Bronchialkenxns als Folge allmahlicher morphologischer
Veranderungen des Epithels angesehen. Diese Veuigde beginnen vor allem bei der

Entstehung des Plattenepithelkarzinoms mit derh&fiyperplasie. Hierbei entsteht im Rahmen
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einer chronischen Entziindung als Zeichen der Regeoe eine Hyperplasie der Basalzellschicht
und/oder der Becherzellen. Bleibt der Entziundungshkestehen, entwickelt sich dann eine
Plattenepithelmetaplasie. Darunter versteht man Elsatz des respiratorischen Flimmerepithels
durch Plattenepithel. Daraus entsteht dann beid®enz der chronischen Reizung bzw. Entziindung
die Dysplasie, die durch das Auftreten atypischelie gekennzeichnet ist. Je nach Schwere der
Zellatypien, der Haufigkeit von Mitosen und der ¥dung im Epithel wird die Dysplasie in drei
Schweregrade unterteilt. Aus der Dysplasie entstabtCarcinoma in situ, das histologisch wie ein
Karzinom aussieht, aber die Basalmembran nichthtiuicht. Wird die Grenze der Basalmembran
Uberschritten, spricht man schlie3lich vom invasi@rzinom (Auerbach et al. 1961, Saccomanno
et al. 1974, Smith et al. 1996, Lantuéjoul et 809).

Epithelhyperplasie

Plattenepithelmetaplasie

Dysplasie 1, 1I°, llI°

Carcinoma in situ

Invasives Karzinom

Abbildung 1:
Stufen der Karzinomentstehung am Beispiel desdplaftithelkarzinoms.

Diese Stufen folgen jedoch nicht zwangslaufig an#eder. Abgesehen vom Carcinoma in situ
schreiten viele Veranderungen nicht bis zum invasiKarzinom fort und kdnnen sich oft auch

spontan wieder zurtickbilden (Auerbach et al. 198ast et al. 1986, Ishizumi et al. 2010).

Die Folge morphologischer Verdnderungen (Abbildungst fir die Genese des Plattenepithel-
karzinoms allgemein akzeptiert. Ahnlich lauft diat&ehung des Adenokarzinoms ab, die jedoch
weniger ausfuhrlich beschrieben ist. Das liegt zUieil daran, dass die peripheren Teile des
Bronchialbaums, in denen das Adenokarzinom hauplisAcentsteht, flr Untersuchungen schlecht
zuganglich sind. Obwohl die Ursprungszelle fur dieisten Adenokarzinome unbekannt ist, geht
man mittlerweile davon aus, dass periphere Aderakame von Clara-Zellen oder Pneumozyten
Typ Il ausgehen. Es bildet sich zunachst eine styy@ adenomattse Hyperplasie. Dabei handelt es

sich um eine lokalisierte Proliferation von leicbits mittelschwer atypischen Zellen, die die

11
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betroffenen Alveolen und Bronchiolen auskleidenn@ah folgt das Adenocarcinoma in situ, das
bisher als bronchioloalveolares Karzinom bekannt Wegese Lasionen sind grol3er als die atypische
adenomattse Hyperplasie, die Zellen sind pleomarghliegen dicht zusammen. Weiterhin wird

zwischen dem minimal invasiven und dem invasivererakarzinom unterschieden (Lantuéjoul et
al. 2009, Petersen 2011, Travis et al. 2013).

Die zweite Theorie ist die der ,field cancerizatiobabei stellt man sich vor, dass das gesamte
Bronchialepithel an einer Vielzahl von Stellen dudie inhalativ einwirkende Noxe (zum Beispiel
Benzop]pyren im Zigarettenrauch) mutagenisiert wird ($llaier et al. 1953, Crowell et al. 1996)
und in der Folge eine Aneuploidie an vielen unteilestlichen Stellen des Bronchialepithels

entsteht, die dann zu morphologischen Veranderudgsrtpithels fuhrt (Smith et al. 1996).

Als dritte mogliche Ursache der Entstehung von Bhaasikarzinomen wird das Auftreten
genetischer Veradnderungen verantwortlich gemacizu@ehoren die Aktivierung von dominanten

Onkogenen und die Inaktivierung rezessiver Tumagysegsorgene.

2.3 Genetische Veranderungen beim Bronchialkarzinom

Beim Bronchialkarzinom wurde eine Vielzahl von gigsehen Verdnderungen beschrieben, hierbei
sind numerische und strukturelle chromosomale Albemen sowie molekulare Veranderungen zu

nennen.

Als numerische Aberrationen wurden haufig ein Varides Y-Chromosoms, der Chromosomen 9
und 13, sowie Polysomien der Chromsomen 5, 7, EatéTet al. 1997) und 20 (Matturri und
Lavezzi 1994) beschrieben. Von einer Polysomiechpmman, wenn ein bestimmtes Chromosom
mehr als zweimal in der Zelle vorliegt. Die Polyserdes Chromosoms 7 wurde besonders haufig
festgestellt (Zojer et al. 2000, Buckingham et 2007) undLee et al. sowie Lechner et al.
beschriebemrine Trisomie 7, das dreimalige Vorliegen des Clusoms 7 (Lee et al. 1987, Lechner
et al. 1998). Eine Polysomie von Chromosom 8 winidiang eher selten beschrieben (Schenk et al.
1997, Kubokura et al. 1999 und 2001, Yakut et @03 Kohler et al. 2012).

Es wurde eine Vielzahl an unterschiedlichen stngfken Aberrationen beschrieben, die fast jedes
Chromosom betreffen konnen. Die haufigste strukeiréberration ist, unabhangig vom
histologischen Subtyp, die Deletion des kurzen Auos Chromosom 3 (3p) (Testa et al. 1997).

Man nimmt an, dass in dieser Region eines oder enehfumorsuppressorgene liegen, deren
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Verlust fur die Entwicklung von Bronchialkarzinomemtscheidend sein kann. Andere haufige
Aberrationen sind beim kleinzelligen Bronchialkaain der Verlust von 4p, 49, 5q, 8p, 10qg, 13q
und 17p sowie Zugewinne von 3q, 5p, 8q, 19gq undDapei bezeichnen p und g den jeweiligen
Arm des Chromosoms. Beim nichtkleinzelligen Broatkarzinom sind Verluste von 6q, 8p, 9p,

9q, 13q, 17p, 18q, 19p, 219 und 22q, sowie Zugesviron 1p, 1q, 3d, 5p, 7p, 79, 89 11q und 12q
haufig (Panani und Roussos 2006).

Ebenso ist eine Vielzahl von molekularen genetiscieranderungen beschrieben. Der Verlust der
Heterozygotie (LOH: loss of heterozygosity) auf\@pd als eine friihe genetische Veranderung bei
der Entstehung des kleinzelligen und nichtkleingefi Bronchialkarzinoms angesehen. Zu den
LOH-Regionen, die auf 3p identifiziert wurden, gedto3p25-26, 3p24, 3p21, 3pl14 und 3pl2. Das
FHIT-Gen (FHIT: fragile histidine triad) ist auf 3pl4l@kalisiert und reguliert Apoptose und
Zellzyklus. Es wird als Tumorsuppressorgen angeseimal ist in 80 % der kleinzelligen und in
40 % der nichtkleinzelligen Bronchialkarzinome vetért (Panani und Roussos 2006, Wen et al.
2011). Ein weiteres, bei Bronchialkarzinomen haufigrandertes und damit inaktiviertes
Tumorsuppressorgen i953. Es ist auf 17pl13.1 lokalisiert und spielt einell®dbei der
Zellzykluskontrolle, DNA-Reparatur, Zelldifferenzisng und Apoptose. Es ist in 80 bis 90 % der
kleinzelligen und in 50 % der nichtkleinzelligendBchialkarzinome verandert. Auf3erdem wurde
eineP53-Mutation bereits in pramalignen Lasionen der Luggiinden (Mitsuuchi und Testa 2002,
Panani und Roussos 2006). Die Mutation B8 ist bei Tabakrauch assoziierten Bronchial-
karzinomen haufiger nachweisbar, als bei den Braticdrzinomen von Nichtrauchern. Dabei wird
die P53-Mutation durch die Bindung von Benzdpyren-7,8-Dihydroxy-9,10-Epoxid, einem
Stoffwechselprodukt des Benzpyrens im Zigarettenrauch, an die DNA verursaditguuchi
und Testa 2002, Wen et al. 2011). Ebenso wurde Blmerexpression nach Amplifikation der
Onkogene deMYC-Familie (MYC: Myelocytomatose-Onkogen) bei 15 B3 % der kleinzelligen
und bei 5 bis 10 % der nichtkleinzelligen Bronck&kzinome beschrieberMYC codiert fur
Phosphoproteine, die die Transkription anderer Geamllieren, die fur die Zellproliferation
verantwortlich sind (Panani und Roussos 2006). ®&ErC-Onkogen (zellulares1YC) liegt auf
8924 und eine Amplifikation wurde mit einer Polysenaon Chromosom 8 korreliert (Kubokura et
al. 1999 und 2001, Yakut et al. 2003). Weitere wgshmolekulare genetische Veranderungen sind
aktivierende Mutationen ddsGFR-Gens und die Bildung eines Fusionsgens aus EldinA4-Gen

(EMLA: echinoderm microtubule-associated proteke)i und demALK-Gen. Diese beiden
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Mutationen werden Uberwiegend in Adenokarzinomeni héngeren Patienten ohne
Raucheranamnese gefunden. Bei Nachweis einer diglsgationen besteht neuerdings die
Moglichkeit einer Behandlung mit Tyrosinkinaseinkoben (Petersen 2011, Wen et al. 2011). Auch
fur das Plattenepithelkarzinom wurden mittlerweit®lekulare Verdnderungen beschrieben, die
eine Therapieoption mit Tyrosinkinaseinhibitoreméglichen kénnten: zum Beispiel di&FR1-
Amplifikation (FGFR: fibroblast growth factor redep) oder dieDDR2-Mutation ODR: discoidin
domain receptor) (Heist et al. 2012, Travis efall3).

Insgesamt zeigen Bronchialkarzinome, insbesondasentthtkleinzellige Bronchialkarzinom, sehr
komplexe Karyotypen. Es wurden aber auch polyplddenchialkarzinome mit near-triploidem

oder near-tetraploidem Chromosomensatz beschrig@suda und Takahashi 2002).

2.4 Ursache und Manifestation genetischer Veradnderungen

Die Tumorentstehung ist ein Prozess allméahlicheran@erungen. Es treten morphologische
Veranderungen auf, die sich von der Hyperplasier IMetaplasie, Dysplasie und Carcinoma in
situ, bis hin zum invasiven Karzinom entwickeln. Enge dieser morphologischen Entwicklung
treten zunehmend Veranderungen des euploiden Gemafisdabei nehmen Haufigkeit und
Schweregrad der Aneuploidie zu (Abbildung 2) (Sneital. 1996, Lantuéjoul et al. 2009, Ishizumi
et al. 2010). Die aneuploiden Zellen kénnen ausretetraploiden "Zwischenstufe" entstehen
(Storchova und Pellman 2004, Davoli und de Landgel20

Epithelhyperplasie

p Plattenepithelmetaplasie

Tetr .
Dysplasie t, II°, Ill°

Ploj dig

Carcinoma in situ

Invasives Karzinom

Abbildung 2:
Stufen der Karzinomentstehung am Beispiel des dPlaftithelkarzinoms mit den Veranderungen
des Genoms (Ploidiegrad).
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Unter Aneuploidie versteht man jedes Abweichen wwoonmalen, diploiden Chromosomensatz
einer Zelle und unter Polyploidie das Vorhandenseion mehr als zwei kompletten
Chromosomensatzen. Die Tetraploidie, die durch Washandensein von vier kompletten

Chromosomensatzen definiert ist, stellt einen Sdalleler Polyploidie dar.

Die somatische Saugetierzelle ist normalerweiseloidip Dieser diploide Status ist durch
Kontrollmechanismen wahrend des Zellzyklus stretgnivacht, um das Auftreten bzw. die
Proliferation von Zellen mit einem abweichenden DSAhalt (DNA: Desoxyribonukleinsaure) zu
verhindern. Trotzdem ist das Auftreten polyploidggllen Teil der normalen Entwicklung und
Differenzierung bestimmter spezialisierter Zellartavie zum Beispiel Trophoblast-Riesenzellen
der Plazenta (Ullah et al. 2008), Megakaryozyteav(® et al. 2002, Gao et al. 2012) oder
Hepatozyten (Guidotti et al. 2003, Davoli und dengea 2011). Weitere Beispiele sind
Skelettmuskelzellen (Kitzmann und Fernandez 200d)@steoklasten (Vignery 2000).

Polyploide Zellen treten auch im Rahmen von Altgrumd "Stress” auf. Die mit dem Lebensalter
steigende Inzidenz polyploider Zellen wurde sowdl Hepatozyten (Celton-Morizur et al. 2010)

als auch bei glatten Gefalimuskelzellen (Hixon undlEerto 2003) nachgewiesen. Ebenso treten
vermehrt tetraploide Zellen bei der Kultivierungwmenschlichen Fibroblasten (Walen 2006) und

Endothelzellen (Wagner et al. 2001) im Zuge dereSeenz auf.

Oxidativer Stress und Regeneration der Leber nactieper Hepatektomie (Gorla et al. 2001,
Lazzerini Denchi et al. 2006) ist ebenfalls mit dearmehrten Auftreten von tetraploiden Zellen
verbunden. Ebenso entstehen polyploide Kardiomgoeyi/liegen et al. 1995) und polyploide
glatte GefalBmuskelzellen (Hixon et al. 2000) umeechanischer Belastung durch erhdhten
Blutdruck. Polyploide Zellen wurden ebenfalls imn@hereich von Myokardinfarkten (Meckert et
al. 2005), im Rahmen der Wundheilung (Oberringealet999) und durch Hypoxie induziert bei

einer diploiden Melanomzell-Linie (Rofstad et &@986) beschrieben.

Es gibt also eine Vielzahl von unterschiedlichegsatiogischen und pathologischen Bedingungen,
unter denen polyploide Zellen entstehen. Hierberdere die Vorteile polyploider Zellen, wie

schnelleres Wachstum, hdhere biosynthetische K@paznd eine hdhere genetische Variabilitat
genutzt (Storchova und Kuffer 2008, Lee HO et &02 Davoli und de Lange 2011, Fox und
Duronio 2013), um sich an Situationen, die durdmbbte mechanische oder toxische Belastung

sowie durch Regeneration gekennzeichnet sind, aiszep.
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Tetraploide und hoher polyploide Zellen zeigen wiabhéangig von ihrem Entstehungsweg eine
erhohte Anzahl an Zentrosomen, da nicht nur der Ebé&Ralt verdoppelt wird, sondern auch die
Anzahl der Zentrosomen (Borel et al. 2002, Davaild e Lange 2011). Ein Interphasezellkern
enthalt normalerweise ein Zentrosom, das vor Hiritridie Mitose verdoppelt wird. Diese beiden
Zentrosomen bilden dann eine bipolare Spindel, diae gleichméRige Verteilung der
Schwesterchromatiden auf die Tochterzellen sicairsDie Verdopplung der Zentrosomen ist im
Normalfall streng an die Verdopplung der DNA gebemdNigg 2002).

Eine Zentrosomamplifikation, das bedeutet es liegehr als zwei Zentrosomen in der Zelle vor,
kann in fast allen Arten solider Tumoren - dazu dyeh auch die Tumoren der Lunge -
nachgewiesen werden (Fukasawa 2005, Pihan et @8).1Bbenso wurde eine Amplifikation der
Zentrosomen in prainvasiven Karzinomen (Carcinomaiiu) der Cervix, der Mamma und der
Prostata nachgewiesen (Pihan et al. 2003). Hierd@n die Inzidenz der Zentrosomauffalligkeiten
mit dem Grad des prainvasiven Karzinoms zu. Auf$erkdennten die Zentrosomauffalligkeiten mit
dem Auftreten multipolarer Mitosen und polyploid&zllen korreliert werden. Bereits 1914 stellte
Boveri die Hypothese auf, dass aneuploide Zellewhdmultipolare Mitosen entstehen, die durch
eine Vermehrung der Zentrosomen bedingt sind (Bo2@08). In der jingeren Vergangenheit
wurde eine Zentrosomamplifikation auch bei nichtktelligen Bronchialkarzinomen beschrieben

und mit dem Auftreten aneuploider Zellen korreligoutsami et al. 2006, Jung et al. 2007).

Chromosomale Instabilitat (CIN) und Aneuploidie wen haufig in Bronchialkarzinomen

beschrieben (Masuda und Takahashi 2002, Ninomiyal.e2006, Takeshita et al. 2013). Unter
chromosomaler Instabilitét versteht man die Vatigitider Chromosomanzahl von Zelle zu Zelle
(Pihan et al. 1998)Dabei beschreibt der Begriff "chromosomale Insttliil eine dynamische

Veranderung des Genoms, wahrend "Aneuploidie” efwestand beschreibt (Nigg 2002). CIN und
Aneuploidie werden als Folge der Zentrosomampliftdta angesehen, da sich bei dem Vorliegen
von mehr als zwei Zentrosomen haufig eine multimol&pindel ausbildet und es zu einer

Fehlverteilung der Chromosomen auf die Tochteraedemmt (Nigg 2002, Ganem et al. 2009).

Zentrosomamplifikation, multipolare Mitosen und Cielten als Kennzeichen von malignem
Gewebe (Pihan et al. 1998, Nigg 2002). Das Auftreteand die Haufigkeit von
Zentrosomamplifikationen (Pihan et al. 2003, Komtsat al. 2006)wurden ebenso wie das

Auftreten der Aneuploidie (Smith et al. 1996, Lagjtwl et al. 2009, Ishizumi et al. 2010) mit den
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zunehmenden morphologischen Veranderungen des ledgewebes korreliert. Dabei ist die
Hyperplasie die friheste morphologische Veranderdiggmit dem Auftreten von Aneuploidie und

amplifizierten Zentrosomen korreliert wurde.

Da viele Karzinome auf dem Boden einer chronisdBetziindung entstehen, die vermutlich den
ersten Schritt in der Tumorentstehung darstel]tstsich im Rahmen der vorliegenden Arbeit die

Frage, ob diese Veranderungen bereits im entzimaiGewebe nachweisbar sind.
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2.5 Fragestellung

Am Beispiel des Bronchialepithels wurde die chrohes Entzindung auf Veranderungen hin
untersucht, die bekanntermafRen auf dem Weg der femstehung vorkommen oder bereits
maligne Zellen charakterisieren. Untersucht wurdervitro an Zellkulturen aus entzindlichem
Bronchial- und Karzinomgewebe Tetra- und hohere uptadisierung. Aulerdem wurden die

Anzahl der Zentrosomen und multipolaren Mitosertibast.
Fragestellung:

1. Kénnen Tetra- und Aneuploidie in Zellkulturen derofchialen Entzindung und des

Bronchialkarzinoms detektiert werden?

2. Finden sich Unterschiede beziiglich des Tetra- unduploidiegrades in Zellkulturen von

Adeno- und Plattenepithelkarzinomen?
3. Sind genetische Veranderungen auf einen bestimAgkiyp beschrankt?
4. Verandert sich der Tetra- und Aneuploidiegrad innla# der Zellkultur-Passagen?

5. Kodnnen weitere Phanomene, die mit der Entstehungr tend aneuploider Zellen assoziiert

sind, wie Zentrosomamplifikation und multipolaretbien, nachgewiesen werden?
6. Konnen Trisomie 7 und Trisomie 8 detektiert werden?

7. Lassen sich diese Parameter mit dem EntziindungdgsaBronchialgewebes korrelieren?
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial

3.1.1 Gewebeentnahme

Insgesamt ging Gewebe von 34 Patienten in die &tatgi. Es handelte sich um Patienten, die
wegen eines Lungenkarzinoms zwischen Februar 1887August 1998 einer Lungenteilresektion
in der Klinik fir Thorax- und Herz-Gefal3chirurgid)niversitatsklinikkum des Saarlandes,
unterzogen wurden. Es liegt ein positives Votum Bérik-Kommission der Arztekammer des

Saarlandes (Nummer 09/12) vor.

Von 27 Patienten konnte sowohl Tumorgewebe als aidgi-tumoréses Bronchusgewebe und von
sieben weiteren lediglich nicht-tumoréses Bronclewsgbe entnommen werden. Das nicht-

tumorose Bronchusgewebe wird im Folgenden als "&rasgewebe” bezeichnet.

Die verwendeten Gewebeproben wurden gewonnen, indemOperateur aus dem resezierten
Lungenlappen, wenn mdglich, einen Teil des Tumos ein tumorfernes Stiick Lappenbronchus
entnahm. Diese wurden dann in sterilen Behalterektliaus dem Operationssaal (OP) ins Labor
transportiert und sofort unter sterilen Bedingund8terilwerkbank Laminair, Heraeus, Hanau)

bearbeitet.

Um Kontrollgewebe von Patienten ohne Brochialkayeinzu erhalten wurde aufl3erdem versucht,
Zellen aus bronchoskopisch gewonnenen Biopsienuttivieren. Aber auf Grund der geringen
Gewebemenge wuchsen nur bei wenigen Proben genidgleh an. AuRerdem war, ebenfalls
wegen der geringen Gro6l3e der Proben, keine histologfische Beurteilung moglich. Deshalb ging

von diesen Patienten kein Gewebe in die vorlieg&tddie ein.

3.1.2 Gewebecharakterisierung

Ein Teil der Biopsie (circa 100 mi¥nwurde in gepuffertem Formalin (4 % Formaldehyd in
Phosphatpuffer (PBS)) fixiert und histopathologisicinch einen erfahrenen Pathologen des Instituts
fur allgemeine und spezielle Pathologie, Univetskiinikum des Saarlandes, beurteilt. Die

Tumorbiopsien wurden nach Art des Tumors und Gra ®ifferenzierung (Grading)
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charakterisiert. Bei der Beurteilung des Bronchustiees galten Tumorinfiltration, Epitheldysplasie
und -hyperplasie als Ausschlusskriterium. Bei falé¢n Bronchusproben wurde eine chronische
Entzindung unterschiedlichen Ausmales festgestelle durch Lymphozyteninfiltration,
Becherzellhyperplasie, Reservezellhyperplasie ueddi¢kung der Basalmembran charakterisiert
war. Sie wurde an Hand der Anzahl infiltrierter Lghozyten und der Schwere der
Reservezellhyperplasie in Schweregrade von 0 is=3keine, 1 = leichte, 2 = mittelgradige und 3
= schwergradige chronische Entziindung) einge#&libildungen 3 bis 5).

Abbildung 3:
Bronchusgewebe ohne Zeichen der chronischen Eninignd

~ Abbildung 4:
Bronchusgewebe mit mittelgradiger Entziindung.

- Abbildung 5:
. Bronchusgewebe mit schwergradiger Entziindung.
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Nach der histopathologischen Untersuchung wurdeshssdBronchusbiopsien von der Studie
ausgeschlossen, da die Mukosa schlecht erhalterumneaideshalb nicht beurteilt werden konnte.
Drei Bronchusbiopsien wurden ausgeschlossen, daasie Tumor infiltriert waren, so dass von

diesen Patienten nur noch Tumorgewebe in die Stidgng.

Vom Tumorgewebe mussten vier Biopsien ausgeschiosgsaden, da histopathologisch kein
Karzinomgewebe nachweisbar war. Von diesen Patiegiteg nur entzindliches Bronchusgewebe

in die Studie ein.

Zwei Patienten waren wegen einer friheren malighéitrankung chemotherapiert worden (in
Tabelle 1 mit * markiert). Diese Patienten wurdesnwder Untersuchung ausgeschlossen. Also
verblieben letztendlich 14 Patienten, von denenadbwronchus- als auch Tumorgewebe vorlag.
Von 9 Patienten ging nur Bronchusgewebe, und voitevem 9 nur Tumorgewebe in die

Untersuchungen ein.

Durch Analyse der Patientenakten ergaben sich meeit@ormationen zum TNM-Stadium des
Tumors (Staging), Raucheranamnese, Beruf und Krevtkgeschichte. Bei der TNM-
Klassifikation handelt es sich um eine Einteiluig fnaligne Tumore bezuglich ihrer Ausdehnung
(T =Tumor), Vorhandensein oder Fehlen von regienar Lymphknotenmetastasen
(N = nodes = Lymphknoten) und Vorhandensein odéidfevon Fernmetastasen (M = Metastasen;

zur TNM-Klassifikation des Bronchialkarzinoms sigheeckenjan et al. 2011).

In Tabelle 1 sind die in die Studie eingegangerdte it Alter, Geschlecht, Raucherstatus in pack
years, Entziindungsgrad des Bronchusgewebes urteé&diagnostizierten Tumors mit Staging und
Grading aufgefiihrt. AuRerdem kann man aus der Tebketehen, welche Gewebe der jeweiligen
Falle letztendlich in die Studie eingingen. Zunéckimd die Falle aufgefihrt, von denen nur
Tumorgewebe vorlag, geordnet nach der Art des Tanidanach folgen die Patienten, von denen
sowohl Tumor- als auch Bronchusgewebe vorhanderunduschliel3lich werden die Falle genannt,

von denen nur Bronchusgewebe vorlag, geordnet agfsiteigendem Entziindungsgrad.

Bei den Tumoren handelte es sich um 12 Adenokamznand 9 Plattenepithelkarzinome, ein
klein- und ein grol3zelliges Karzinom. Die Beurtaguder Entziindung des Bronchusgewebes ergab

15 leicht- und 8 mittel- bis schwergradig entzicigdl Bronchusbiopsien.
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Tabelle 1
Uberblick Uber Alter, Geschlecht und Raucherstaksuntersuchten Patienten, Entziindungsgrad
des Bronchusgewebes, Tumorhistologie und die irstidie eingegangenen Gewebe.

Bronchialgewebp Diagnostizierter Tumor
Fall | Alter |GeschlecttEntzindungsgral Tumorart Staging Pack Yeat$
b 2 9 und Grading”
1 45 M nicht beurteilba ACA T2 N2 MO G3 40
2 65 M nicht beurteilba ACA T2 N1 G3 | nicht bekanpt
% 3 49 w nicht beurteilbaf ACA T3 N1 M1 45
% 4 71 M tumorinfiltriert ACA T3 N1 MO G3nicht bekanr]t
o 5 63 M nicht beurteilba PEC T2 NO G3 | nicht bekarnt
g 6 58 M tumorinfiltriert PEC T1N1MO G2 40-60
E 7 62 M nicht beurteilba PEC T1 NO G2|nicht bekanrt
8 47 w tumorinfiltriert PEC T2 NO GI2 |nicht bekanr]t
9 67 M nicht beurteilbaf grol3zelliges Cd T2 NO MO G3 20
10 55 M 1 ACA T2 Nx MO G3 45
11 49 M 1 ACA T2 N1 G2 | nicht bekannt
o 12 64 M 1 ACA T2 NO MO GZ 55
g 13 76 M 1 ACA T2 NO MO GZ 100
% 14 58 w 1 bis 2 ACA T3 N1 G2-3 60-70
a 15 63 M 1 bis 2 ACA T3 N1 M1 G} 40
S 16 74 w 2 bis 3 ACA T1 N1 MO 0
5 17 57 w 3 ACA T2 N2 G2-3| nicht bekapnt
m_ 18 75 M 0 bhis 1 PEC T3 NO1 G3 30
? 19 66 M 1 PEC T1 N1 G3| nicht bekahnt
o) 20 66 M 1 bis 2 PEC T2NOMO G2 35
g 21 58 M 2 PEC T2 N1 MO Gg 35
= 22 78 M 2 PEC T2 NO G3 | nicht bekahnt
23* | 65 M 2 bis 3 PEC T3 N2 MO G3 25
24 55 M 1 SCLC T2 N2 G3 | nicht bekahnt
25 68 M 0 ACA T4 N3 MO G2 67
26 73 M 0 ACK T4 N3 M1 G3 50
21 27] 45 M 0 bis 1 kein Ca 30-35
% 28 57 w Obis1 kein Ca nicht bekahnt
21 29 61 M 0 bis 1 kein Ca 40
2| 3] 55 M 1 kein Ca 0
2 |s1r | 72 w 1 ACA" T2 N1 MO G2 0
QE] 32 72 M 1 PEC T2 N2 M0 G2 90
33 70 M 1 PEC T1NOMO G2 64
34 49 w 2 ACA T2 N2 MO G3 30

*Patient wurde chemotherapieftbei diesem Patienten lag genannter Tumor vor, estkgedoch kein Tumorgewebe
fiir die Studie entnommen werdéhiV = mannlich, W = weiblich? 0 = keine Entziindung, 1 = leichte chron. Entz., 2 =
mittelgradige chron. Entz., 3 = schwergradige nhintz.;> PEC = Plattenepithelkarzinom, ACA = Adenokarzinom,
SCLC = kleinzelliges Karzinonf’ Staging und Grading nach UICC (Union internationzdetre le cancer)’ 1 pack
year entspricht einem Jahr, in dem pro Tag ein ¢tk Zigaretten geraucht wurde.
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Tabelle 2
Ubersicht tiber die Zuordnung der verschiedenen Gewa den einzelnen Versuchsgruppen.
entziindliches Bronchusgewebe Tumorgeweklye
Fall leicht stark
0-1 >1
1 PO, P1, P2
2 PO, P1, P2
% 3 PO, P1, P2
% 4 PO, P1, P2
o | 5 PO, P1, P2
g 6 PO, P1, P2
3Lz PO, P1, P2
8 PO, P1, P2
9 PO, P1, P2
10 PO*, P1 PO*
11 PO* PO*, P1
o 112 PO*, P1, P2 PO*, P1, P2
GEJ 13 PO, P1, P2 PO, P1, P2
o |14 PO*, P1, P2 PO*, P1, P2
@ |15 PO*, P1, P2 PO*, P1, P2
S | 16 PO, P1*, P2 PO, P1*, P2
S | 17 PO*, P1, P2 PO*, P1*, P2
o | 18 PO, P1, P2 PO, P1, P2
S5 | 19 PO, P1*, P2 PO, P1*, P2
s | 20 PO*, P1, P2 PO*, P1, P2
g 21 PO* PO*, P1, P2
F | 22 PO, P1*, P2 PO, P1*, P2
23 chemotherapiert
24 PO, P1*, P2 PO*, P1, P2
25 PO
26 PO
g |27 PO*
c% 28 PO, P1, P2
> | 29 PO
2 [30 PO, P1*, P2
2 |31 chemotherapiert
© |32 PO, P1, P2
oa)
33 PO
34 PO
n 15 8 23

*= pei dieser Passage wurde zusatzlich eine Zentisbung kombiniert mit einer Fluoreszenz-in-sitybridisierung
gegen Chromosom 8 durchgefihrt; P = Zellkultur-Bgssn = Gruppenstarke.
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3.1.3 Gruppenbildung

Um die Untersuchungsergebnisse der unterschiedli@®vebe statistisch miteinander vergleichen
zu kdnnen, wurden diese in drei Gruppen eingef@ié.erste Gruppe bestand aus Bronchusgewebe,
das durch keine oder eine leichte Entziindung (&ridcharakterisiert war (n = 15). Diese wird im
Folgenden "leicht entziindliches Bronchusgewebe&)(Benannt. Die zweite Gruppe wurde aus
mittel- bis schwergradig entziindetem Bronchusgew@bead >1) gebildet (n=8) und heildt
nachfolgend "stark entziindliches Bronchusgewebee)BDie dritte Gruppe wurde durch das
Karzinomgewebe reprasentiert (n = 23), im Folgentammorgewebe™" (Tu) genannt (Tabelle 2).
Die haufigsten Tumorarten waren hier das Adenokarmi(n = 12) und das Plattenepithelkarzinom

(n =9), die in der Auswertung miteinander vergéiclwurden.

3.1.4 Zellkultivierung

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Beglimgen durchgefuhrt, das heil3t sie erfolgten
unter einer sterilen Werkbank. Die aus dem OP &rhah Gewebeproben wurden auf folgende Art
und Weise aufbereitet: Bei der Bearbeitung der Bnosgewebeproben wurde die Mukosa mit
einer mikrochirurgischen Schere vom Knorpel abpigpa mit einem Skalpell in kleine Stlicke
zerteilt und in 5 ml Kulturmedium (DMEM/HAM’'s F12P@AA, Coélbe) mit Zusatzen; siehe
Anhang), das 100 U/ml Kollagenase (Collagenase ITy@lbco BRL, New York) enthielt,
suspendiert. Von der Tumorgewebebiopsie wurdemmangestens drei unterschiedlichen Bereichen
Gewebeproben gewonnen, die gepoolt wurden. Danaalrdem sie analog zu den
Bronchusgewebeproben zerteilt und in kollagenatgbat Kulturmedium (siehe oben)
suspendiert. Der Verdau erfolgte dann Gber NachSkendardkulturbedingungen (37 °C, feuchte
Atmosphare, 5 % C£in aufrecht stehenden T25-Kulturflaschen (Greifeickenhausen).

Nach dem Verdau wurde die Zellsuspension mehrniaisuad auspipettiert, um die Zellseparation
zu vervollstandigen. Danach wurde die Suspensiorim steriles Zentrifugenrohrchen (GLW,
Wiirzburg) tberfiihrt und mit 1200 U/min 3 min zefugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und
verworfen. AnschlielRend wurden die Zellen gewasgcimeiem das Zellpellet in 5 ml Kulturmedium
resuspendiert und erneut zentrifugiert wurde. Diwsschung wurde nochmals wiederholt. Danach

wurden die Zellen in Kulturmedium resuspendiert imdie Kulturgefal3e tberfuhrt.
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Damit die Zellen der folgenden Immunfarbung undofészenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

zuganglich sind, wurden sie direkt auf Objekttragagesetzt. Dazu wurden zwei vorbehandelte
Glasobjekttrager (siehe Anhang) in einer Quadrip8ohale (Heraeus, Hanau) mit je 4 ml
Zellsuspension Uberschichtet. Nach dem BewachsenGdgekttragers konnten die Zellen dann

ohne Unterkultivierung in Zellkultur-Passage (Hix@ert werden.

Meist war gentigend Gewebe vorhanden, so dasselaratl Objekttrager-Kultur eine Zellkultur in
einer T25-Kulturflasche mit 4 ml Zellsuspension a@legt werden konnte. Diese wurde dann zur

weiteren Zellexpansion und Herstellung von Objékger-Kulturen in P1 und P2 verwendet.

Die Kultivierung erfolgte unter Standardkulturbeglimgen, wobei das Kulturmedium alle 2 bis 3

Tage ausgetauscht wurde.

War in den T25-Kulturflaschen eine mikroskopiscmtkollierte Konfluenz von ungefahr 80 %
erreicht, wurden die Zellen unterkultiviert. Dazwnde der Zellrasen nach Abpipettieren des
Kulturmediums zweimal mit je 5 ml sterilem PBS (@kdNesel) gespult, da das im Kulturmedium
enthaltene fetale Kalberserum (FCS) die Aktivitdgsdim Folgenden zugesetzten Trypsins
vermindert. Der Zellrasen wurde dann mit 2 ml TigfisSDTA (PAA, Cdlbe) tUberschichtet und bei
37 °C 3 min lang inkubiert. Unter dem Mikroskop werder Beginn der Ablosung der Zellen an
deren zunehmender Kugelform beurteilt und das Adiédurch Klopfen an der Seitenwand des
Kulturgefal3es vervollstandigt. AnschlieRend wurdén Zellen bei 1200 U/min abzentrifugiert, in
frischem Kulturmedium resuspendiert und auf einB-Kalturflasche und zwei Glasobjekttrager in
einer Quadriperm-Schale verteilt (P1). Ebenso wumniteden T25-Kulturflaschen in P1 verfahren,

um Kulturen in P2 anzulegen.

Da im Verlauf der Passagen die vorhandenen Filbstéia die Epithelzellen zunehmend
verdrangten, wurden die Epithelzellen durch Abtiyigsen der Fibroblasten angereichert: Die
Fibroblasten, die sich wahrend der Trypsinbehargluiadher vom Kulturflaschenboden I6sen als
die Epithelzellen, wurden abpipettiert und verworfBie restlichen Zellen wurden dann vollstandig

vom Kulturflaschenboden gelést und wie oben besblen weiter kultiviert.

3.1.5 Zellfixierung

War auf den Glasobjekttragern lichtmikroskopischeeausreichende Konfluenz der Zellen zu

erkennen, wurden sie in den entsprechenden Pasf@@e®l und P2) fixiert. Dazu wurde jeder
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Objekttrager nach Entfernen des Kulturmediums zweimit jeweils 5ml PBS gespililt.
AnschlieRend wurden die Zellen mit 5 ml hypotonatiémchlorid-Losung (0,05 M) 5 min lang bei
37 °C gequollen, um eine Volumenvergré3erung ddieZeund der Zellkerne zu erreichen.
Unmittelbar danach wurden die Zellen 10 min—20 °C kaltem Methanol fixiert, luftgetrocknet
und schlief3lich mit einer Lésung von 10 % PBS igdétin eingedeckt. Dazu wurden circa 300
der Losung auf ein Deckglas aufpipettiert, dies@sder zellbewachsenen Seite des Objekttragers

aufgenommen und anschlie3end +20 °C gelagert.

Alle angelegten Zellkulturen wurden in PO, P1 un2 Bundchst einer epithelzellspezifischen
immunzytochemischen Farbung und dann einer simit&iSH gegen die Zentromer-Region von
Chromosom 7 und 8 unterzogen. Bei den ZellkultdenFalle, von denen sowohl Bronchus- als
auch Tumorgewebe vorlag, wurde auRerdem in PO BiigiTabelle 2) eine immunzytochemische

Farbung der Zentrosomen mit einer FISH gegen Chsoma kombiniert.
3.2 Immunzytochemische Farbung

3.2.1 Prinzip

Bei einer immunzytochemischen Farbung wird einelsielktur, die eine spezifische antigene
Eigenschaft besitzt, mit Hilfe von Antikorpern dishr gemacht (Abbildung 6). Es kann ein direkt
markierter Antikérper verwendet werden oder manutinwie in der vorliegenden Untersuchung
zwei Antikdrper und fuhrt eine sogenannte indirektenunfarbung durch. Dazu verwendet man
einen Antikorper, der die nachzuweisende Zellstruktrkennt und an sie bindet, den sogenannten
Primarantikdrper. Nach Auswaschen der nicht geboewePrimarantikdrper wird ein weiterer
Antikbrper dazu gegeben, welcher den ersten Antigdr erkennt, der sogenannte
Sekundarantikérper. An diesen kénnen Molekile Veestener Nachweissysteme gekoppelt sein,
z.B. ein Enzym, das dann eine Farbreaktion katalysoder, wie in dieser Studie, ein

Fluoreszenzfarbstoff, der dann mit einem Fluoresagkroskop erkannt werden kann.
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Sekundéarantikdrper mit
FIuoreszenzfarbsto‘
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Abbildung 6:
Prinzip einer immmunzytochemischen Farbung.

Primarantikdrper mit gegen spezifische
Antigen gerichteter Doméne

v

spezifisches Zell-Antigen

3.2.2 Epithelzell-spezifischer Antikdrper

Um die Population der Epithelzellen in der Kultucher identifizieren zu kénnen, wurde eine
immunzytochemische Farbung mit einem Antikdrpergemmiaus zwei monoklonalen Antikorpern
(AE1 und AE3) in einem Verhaltnis von 4:1 (AE1/AB8G1, DAKO, Carpinteria) durchgefihrt
(Abbildung 7). Diese Mausantikorper sind gegen roblshe Zytokeratine gerichtet, AE1 gegen
Zytokeratine der Masse 40, 48, 50 und 56,5 Kilaoa(kD) und AE3 gegen Zytokeratine der Masse
52, 56, 58, 59, 64 und 65-67 kD.

Da Epithelzellen aus den Atemwegen die Zytokerafifige 45, 46, 50, 52,5, 54, 56 und 58 kD
prasentieren (Moll et al. 1982), war dieses Antigigemisch besonders gut fur die Untersuchung
der Zellen der Bronchialschleimhaut geeignet. Ebemsrden Bronchialkarzinomzellen (40, 45, 46,
52,5, 54 und 56 kD) durch diese Antikorper erkdiiatelle 3).

Tabelle 3

Ubersicht tber die Zytokeratine, die vom Bronchésigbe exprimiert und von dem anti-
Zytokeratin-Antikbrpergemisch erkannt werden (Matllal. 1982).

Zytokeratin-Nr. 19 18 17 16| 15 8 7 6 10 | 5 4 9

Masse [kD] 40 | 45| 46| 48| 50 | 52 | 52,5 54 | 56 | 56,5 58 | 59 | 64 | 65-6]
Antikdrper AEL/AE3 + + + + n + + + + T
Bronchialepithel i + + + + + + +

Bronchialkarzinom | + + + + + +
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Das Antikdrpergemisch wurde generell in PBS/0,1 $ARbovines Serumalbumin; siehe Anhang)

1.75 verdinnt. BSA wurde hierbei verwendet, um Alinitat des Antikdrpers fur unspezifische

Bindungen herabzusetzen.

Abbildung 7:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnadneiner Epithelzelle na
Zytokeratin-Immunfarbung (Cy%/rot) und Kerngegenfarbu
mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI/blau).

3.2.3 Zentrosom-spezifischer Antikorper

Der monoklonaley-Tubulin-Antikdrper (Maus Ig (Immunglobulin) G1 is@, Clone GTU-88,
Sigma, Saint Louis) erkennt ein Epitop, das sich BATerminus desy-Tubulins befindet
(Aminosauren 38-53)y-Tubulin ist ein Bestandteil des Zentrosoms undtli@ dem die beiden
Zentriolen umgebenden perizentriolaren Materialn\Kemplexen, die dagTubulin mit anderen

Proteinen aufbaut, bilden sich die Spindelfasen) die¢ ausi- und-Tubulin bestehen.

Der Antikdrper gegerty-Tubulin markiert somit das Zentrosom, dessen Ahmal Verteilung in
den kultivierten Zellen bezogen auf den untersdiulkeen Ploidiegrad bestimmt werden konnten.
Eingesetzt wurde er in der Verdinnung 1:2000 in/BAS% BSA.

3.2.4 Sekundarantikorper

Als Sekundarantikorper wurde sowohl bei der Farbdag Zytokeratine als auch bei der des
Tubulins ein mit dem Fluoreszenzfarbstoff Indocasgamin (Cy3“) markierter Ziegenantikorper
verwendet, der an das Maus-Epitop des jeweiliggmd&antikorpers bindet (Goat-anti-Mouse-

Cy3™ Dianova, Hamburg).

Zur Epithelzellfarbung wurde der Sekundéarantikorp@00 und zur Farbung der Zentrosomen 1:50
in PBS/0,1 % BSA verdinnt.
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3.2.5 Farbung

Die bei—20 °C gelagerten Objekttrager wurden bei Raumteatpe(RT) aufgetaut und dann 5 min
in 2xSSC (Zitratpuffer) bei RT in eine Kivette edstellt, um die Deckglaser zu entfernen.
Anschlie3end wurden die Objekttrager durch einstaigende Alkoholreihe (Ethanol 70 % - 80 %
- 96 %) gefuhrt und luftgetrocknet.

Die Objekttrager wurden 3 x 5 min in eine Kivetti FBS/0,05 % Tweéh(PBST; siehe Anhang)
eingestellt. Danach wurden sie mit fISPrimarantikérper eingedeckt und 45 min bei RTeiner
feuchten Kammer inkubiert. Nach dem Entfernen deskDlases erfolgte eine Waschung 3 x 5 min
in PBST, bevor die Zellen mit 48 Sekundarantikdrper eingedeckt und wiederum 45beirRT in
einer feuchten Kammer inkubiert wurden. Dieser wallé nachfolgenden Inkubations-Schritte

einschlief3lich der FISH erfolgten im Dunkeln.

Nach dem Ausdecken und erneuten Einstellen derk@tdger fur 3 x 5 min in PBST, wurden die
Zellen 5 min lang in einer frisch angesetzten Lgswon 4 % Paraformaldehyd in PBS (siehe
Anhang) bei RT unter stdndigem Schitteln nachfixi&in weiteres Mal wurden die Zellen
3 x5 min in PBST eingestellt, durch eine aufstedge Alkoholreihe gefiihrt und luftgetrocknet.
Zum Abschluss wurden sie mit einer Losung von 1®P®S in Glycerin eingedeckt und bei
4 °C mindestens 24 h gelagert, bevor die FISH dyefilhrt wurde. Dies diente der Stabilisierung

der Fluoreszenzsignale.
3.3 DNA-DNA-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

3.3.1 Prinzip

Bei dieser Art der In-situ-Hybridisierung bindetnei markierte DNA-Sonde an eine bestimmte
DNA-Zielsequenz und weist so bestimmte DNA-Absdenitn Genom nach (Abbildung 8). Diese

Methode wurde zunachst fir radioaktiv markierte DE@&nden etabliert (John et al. 1969, Pardue
und Gall 1969) und spéater auch fur Sonden, an deyfge (Lichter et al. 1991) gekoppelt sind, die

dann eine Farbreaktion katalysieren.

In dieser Studie wurde eine simultane Zwei-FarbiSHREastmond et al. 1995) durchgefihrt, um

den Ploidiegrad der Zellen zu bestimmen. Durch\tkewendung von DNA-Sonden, die gegen
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repetitive a-Satellitenbereiche der Zentromerregion gerichietl,skann die Anzahl der Kopien
eines bestimmten Chromosoms im Interphasekern ededle bestimmt werden. Um die
Verlasslichkeit zu erhéhen, wurden hier zwei DNAa8en verwendet, die gegen zwei

unterschiedliche Chromosomen gerichtet waren.

Eine Sonde war gegen Chromosom 7 gerichtet. AwareDigoxigenin gekoppelt (Chromosome 7
a-Satellite (D7Z1), Oncor, Gaithersburg), ein Haptdas durch einen mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Cy3™ markierten Antikorper erkannt wurde (Antidigoxige€y3™, Maus-lgG monoklonal,
Dianova, Hamburg) (Abbildung 8). An die zweite, gegChromosom 8 gerichtete DNA-Sonde
(Chromosome &x-Satellite (D8Z2), Oncor, Gaithersburg) war dasaoigche Molekll Biotin
gebunden. Dieses besitzt eine sehr hohe Affinatdem Protein Streptavidin, welches mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein-Isothiocyanat (BIT markiert war (Streptavidin-FITC,
Vector/Camon, Wiesbaden). Die Fluoreszenzsignalenntem nachfolgend mit Hilfe des

Fluoreszenzmikroskops begutachtet werden.

Antikdrper gegen Digoxigenin

Digoxigeni
IOXIGENN " mit Fluoreszenzfarbstoff

DAV

Ziel-ssDNA

—>—=0

Sonden-ssDNA

Abbildung 8:
Prinzip einer Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung d@weispiel einer mit Digoxigenin markierten
DNA-Sonde.
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3.3.2 Hybridisierung

Die nach der Immunféarbung bei 4 °C gelagerten Redpavurden zum Ausdecken 5 min in 2xSSC

eingestellt, durch eine aufsteigende Alkoholreib&igrt und anschliel3end luftgetrocknet.

Die Objekttrager wurden mit 3@ Hybridisierungsmix (Hybmix) und Deckglasern (18mx

18 mm) eingedeckt.
Der Hybmix bestand aus:

0,5 ul digoxigenierte Chromosom 7-Sonde (50 ng)

0,5 ul biotinylierte Chromosom 8-Sonde (50 ng)
6,0 ul Formamideionisiert (Endkonzentration: 60 %)
1,0 ul 20xSSC (Endkonzentration: 2xSSC)

2,0 ul HyOq4q(doppelt destilliertes Wasser)

¥ 10,0 pl

Die FISH nach der immunzytochemischen Farbung dentrdsomen wurde nur gegen
Chromosom 8 durchgefiihrt, um eine Verwechslung m¢en Signale der Cy%¥-markierten
Zentrosomen mit dem ebenfalls CY3markierten Chromosom 7 auszuschlieRen. Der Hybmix
enthielt dabei 0,pl biotinylierte Chromosom 8-Sonde und, um die dleit Endkonzentrationen zu
erhalten, 2,5l H2Oqq.

Nach dem Eindecken wurde der Deckglasrand mit kirogFixogum rubber cement, Marabu-
Werke, Tamm) verschlossen, um das Verdunsten dbmbigs zu verhindern. Danach wurden die
Sonden-DNA und die Ziel-DNA simultan 10 min langi I8® °C auf der Heizplatte im Dunkeln

denaturiert. AnschlieRend erfolgte die Hybridisregutiiber Nacht (14 h bis 16 Hei 37 °C

abgedunkelt in einer feuchten Kammer.

3.3.3 Stringenzwaschung und Detektion

Nach der Hybridisierung wurde das Fixogum abgezagehdie Deckglaser in 2xSSC abgeldst. Um
unspezifisch gebundene Sonden zu entfernen, wusahschlieRend die Stringenzwaschungen
durchgefluhrt. Dies erfolgte durch Einstellen dejeRtirédger 3 x 5 min in eine 37 °C warme L6sung
von 60 % Formamid in 2xSSC (pH 7,0).
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Danach erfolgte eine Waschung 5 min in 4xSSC/0,3%eerf (SSCT; siehe Anhang), um
anschlieRend die Objekttrager mit [fi5der Losung 0,5 % Blocking-Reagens in 4xSSC (siehe
Anhang) zu inkubieren (30 min bei 37 °C; feuchtarift@er). Das Blocking-Reagens diente dazu,

unspezifische Bindungen an zelleigene Proteine evithder Detektion zu verhindern.

Dann erfolgte die Detektion von Chromosom 8. Hiewawrden die Objekttrager mit 18 einer

Losung von Strepavidin-FITC in Blocking-Reagens rii{sanung 1:250) eingedeckt und wiederum
30 min bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiédnn wurden die Objekttrager wieder
ausgedeckt und 3 x5 min in 4xSSCT eingestellt, micht gebundenes Streptavidin-FITC zu

entfernen.

Danach wurde Chromosom 7 detektiert, indem die Kdtogger mit 751 einer Losung von
Antidigoxigenin-Cy3" in Blocking-Reagens (Verdiinnung 1:50) inkubiertrden (30 min, 37 °C;
feuchte Kammer). Es erfolgte eine Waschung 3 xrbimidxSSCT, bevor die Objekttrager durch
eine aufsteigende Alkoholreihe gefuhrt und luftgekinet wurden. Bei den Praparaten, bei denen
vorher eine Zentrosomfarbung stattgefunden hatteden die letzten beiden Schritte Gbersprungen

und gleich mit der Alkoholreihe fortgefahren.

Zum Abschluss wurden die Zellen mit DAPI/Antifadeehe Anhang) eingedeckt, wobei DAPI
(4',6-Diamidin-2-phenylindol, Sigma, Munchen) zur auGegenfarbung der Zellkerne diente und
Antifade das Verblassen der Fluoreszenzsignaleindgite. Die Verdinnung von DAPI in
Antifade wurde der Intensitat der Fluoreszenzsignalin Cy3" und FITC, sowie der Starke der
Quecksilberdampflampe des Fluoreszenzmikroskops, ndit zunehmendem Alter der Lampe
nachliel3, angepasst. Die fertigen Praparate wurde# °C im Dunkeln gelagert.

Abbildung 9:

Fluoreszensmikroskopische Aufnahme eines Kernsr elipdoider
Zelle mit zwei Kopien des Chromosoms 7 (€{Bot) und zwel

Kopien des Chromosoms 8 (FITC/grin). Der Kern isAPD
gegengefarbt (blau).
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3.4 Mikroskopische Quantifizierung

3.4.1 Bestimmung des Ploidiegrades

Die Zellen wurden mit einem Fluoreszenzmikroskopi@dkop, Zeiss, Jena), das mit einer 100 W
Quecksilberdampflampe ausgestattet war, bei 10€i@efaVergrof3erung begutachtet. Dazu wurde
hauptséachlich ein Simultanfilter (Filterset 25, 40095 + 570 nm Anregungswellenlangen,
460 + 530 + 625 nm Emissionswellenlangen, Zeissa)Jaler die Wellenlangenbereiche aller drei
Farbstoffe abdeckte, verwendet. Bei schwachen fignarfolgte die Auswertung mit den

Einzelfiltern fur Cy3" (Filterset 00, 530 - 585 nm Anregungs- und > 65 Emissionswellen-

lange, Zeiss, Jena), FITC (Filterset 09, 450 - @90Anregungs- und > 515 nm Emissionswellen-
lange, Zeiss, Jena) und DAPI (Filterset 01, 357 @m Anregungs- und > 397 nm Emissions-

wellenlange, Zeiss, Jena).

Durch die immunzytochemische Farbung gegen Zyttikerkonnte zwischen Epithel- und
Nichtepithelzellen unterschieden werden (Abbildur®. Als Epithelzelle galt eine Zelle dann,
wenn ihr Zytoplasma eindeutig mit Cy3 angefarbt war und als Nichtepithelzelle, wenn ihr
Zytoplasma nicht angefarbt war. Bei den Nichtep#ben handelte es sich mit hoher
Wahrscheinlichkeit um Fibroblasten, da bei derttinkroskopischen Uberpriifung des Zellrasens
wahrend der Zellkultivierung neben Epithelzellen d@é&ufigsten Zellen zu sehen waren, die
morphologisch Fibroblasten entsprachen.

Abbildung 10:

Fluoreszensmikroskopische Aufnahme einer tetraploidac
einer diploiden Epithelzelle (linke Seite der Alolihg), eine
tetraploiden und zwaliploiden Nichtepithelzellen (rechte S¢
der Abbildung). Chromosom 7 ist mit CY3 (rot) gefarbt

Chromosom 8 mit FITC (grindind Zytokeratin ebenfalls n
Cy3™ (rot). Die Kerne sind DAPI-gegengefarbt (blau).

Die Objekttrager wurden méanderformig durchmustést.wurden sowohl von den Epithel-, als
auch von den Nichtepithelzellen mindestens 200 k&elle betrachtet und hinsichtlich ihres

Ploidiegrades charakterisiert. Dazu wurden pro kéell immer alle roten und griinen Signale
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getrennt gezahlt und in eine Tabelle eingetragesheivin den Spalten die Anzahl der CY3
Signale (Chromosom 7) und in den Zeilen die derCG-8ignale (Chromosom 8) zu finden waren
(Abbildung 11).

Chromosom 8 (FITC-Signale)
of 1| 2| 3| 4| 5| 6 7| 8 151 = 75,5 % diploide Zellen
T o
.5 1 > - =1,5 % Trisomie 7
@
5 L2 21147476 1 6 = 3,0 % Trisomie 8
>
o |3
E 4 - = 15,5 % tetraploide Zellen
2 |5 2
S 9
o 6 :
< + = 20,0 % aneuploide Zellen
T E [a ]
8 111
200 | Gesamtzahl
Abbildung 11

Beispiel einer Auswertungstabelle.

Zur Bestimmung des Ploidiegrades wurden Gruppemidef Es galt ein Zellkern als diploid, wenn
er folgende Cy3"/FITC-Signale zeigte: 1/2, 2/1, 2/2 (in Abbildung flau). Die Zellen mit einer

isolierten Trisomie 7 (Cy3'/FITC-Signale: 3/2, in Abbildung 11 rot) und eirisolierten Trisomie

8 (Cy3™/FITC-Signale: 2/3, in Abbildung 11 griin) wurdersgedert gezahlt und ausgewertet. Ein
Zellkern galt als aneuploid, wenn er mehr Signakhielt als ein Zellkern mit einer Trisomie 7 oder
8 (hell- und dunkelgraue Felder in Abbildung 11l)akei wurden die tetraploiden Zellkerne
nochmals gesondert als solche mit folgenden"¥ABTC-Signalen definiert: 3/4, 4/3, 4/4, 4/5 und
5/4 (in Abbildung 11 dunkelgrau). Triploide Zelleg8/3) wurden den aneuploiden Zellen

zugerechnet.

Die Haufigkeit der einzelnen Ploidiegrade wurde Aigeil der Zellkerne mit einem bestimmten
Ploidiegrad an der Gesamtzahl ausgewerteter Zakkéminimal 200) in Prozent angegeben. Im
obigen Beispiel waren 151 von 200 Zellen diploichsweinen prozentualen Anteil von 75,5 %

ergab. 31 von 200 Zellen waren tetraploid, wasreidateil 15,5 % entsprach. Insgesamt waren 40
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von 200 Zellkernen aneuploid, also 20 %. Drei vO0 Zellen zeigten eine Trisomie 7 (1,5 %) und

6 von 200 Zellen eine Trisomie 8 (3 %)

3.4.2 Bestimmung der Zentrosomanzahl

Diese Auswertung erfolgte mit dem oben genanntekrddkop in derselben VergréRerung und mit

den gleichen Filtersystemen.

Die Bestimmung der Zentrosomanzahl wurde nach Diieeg et al. (1998) durchgefuhrt: In der
GO- und G1-Phase des Zellzyklus liegt das Zentrosoneinmal in der Zelle vor. Dies wird durch
die y-Tubulin-Farbung als "Doppelpunkt’, zwei direkt ar@der liegende Punkte (Abstand
< 2 um), dargestellt. Die Verdoppelung des Zentmaswird in der spaten G1 bzw. frihen S-Phase
eingeleitet. Wéahrend der S- und G2-Phase reifen Zdistrosomen weiter, dabei werden die
Fluoreszenzsignale intensiver, sind jedoch weiterzavei dicht beieinander liegende Punkte zu
erkennen. In der spaten G2-Phase liegen zwei Faifdrosomen vor. Erst in der Prophase der
Mitose ist das Auseinanderwandern der beiden Zsomnen zu erkennen, dabei weichen yie
Tubulin-Signale auseinander und sind als zwei d#utjetrennte Punkte zu sehen. Wéahrend der
Mitose sind die Signale am intensivsten und werdi@mn, auf Grund der verstarkten Anlagerung
von y-Tubulin (Dictenberg et al. 1998, Khodjakov und d&e 1999), als ein heller Punkt erkannt.
Zum Zeitpunkt der Metaphase sind die ZentrosomesheanPolen lokalisiert. Zum Ende der Mitose,
in der Telophase, sind die beiden Zentrosomen,ddien im Anschluss auf die Tochterzellen
aufgeteilt werden, wieder jeweils als "Doppelpunkti erkennen (Dictenberg et al. 1998). In
Tabelle 4 sind die Zentrosomsignale bezogen aufZéizyklusphase dargestellt. AnschlieRend

werden die entsprechenden Fotos gezeigt (Abbilduagebis 14).

Die Objekttrager wurden maanderformig durchmustéiter wurde nicht in Epithel- und
Nichtepithelzellen unterschieden Es wurde die Ahgain Zentrosomen pro Zelle bestimmt, wobei
mindestens 200 diploide und 25 tetraploide Zellersgawertet wurden. Diese wurden dann
wiederum in Zellen mit einem regularen Zentrosord dellen mit mehr als zwei Zentrosomen, das
hei’t amplifizierte Zentrosomen, unterschieden (ihingen 12 und 13, Abbildungen 15 und 16,
sowie Abbildungen 18 bis 21).

AulRerdem wurde hierbei die Konfiguration der vorhemen Mitosen beurteilt und diese in bi- und

multipolare Mitosen eingeteilt. Bei einer bipolarkfitose waren zwei Pole zu erkennen und es
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lagen genau zwei Zentrosomen vor (Abbildungen 13 14). Entsprechend fanden sich bei einer
multipolaren Mitose mehr als zwei Pole und mehrzalei Zentrosomen (Abbildungen 17, 18 und

22). Die multipolaren Mitosen wurden ebenfalls ddiza

Tabelle 4.

Zentrosomdarstellung (nach Nigg und Stearns 20htl) mikroskopisches Bild nacpTubulin-
Farbung (nach Dictenberg et al. 1998) in den emezrelellzyklusphasen.

Zellzyklus-Phasen:G1 = Gap 1; S = Synthese-Phase; G2 = Gagi®oskopisches Bild: Fluoreszenzsignale dgr
Tubulin-Farbundd = Abstand der Fluoreszenzsignale voneinander).

Zellzyklus- Mikroskopisches
Zentrosom
phase Bild
( [ J
G1
d<2pum
()
S
< [ [ )
E’ S
= d<2pm

o0
G2
d<2pum

o O
Prophase
o) 1 [ l L d=5pum
[%2]
2
= [ [ ] [ [ ]
Telophase
d=10um
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Abbildung 12:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines InterXesse
einer diploide Zelle mit zwei Kopien des Chromso ¢
(FITC/grin) und einem Zentrosom, dargestellt
Doppelpunkt (Cy3%/rot). Der Kern ist DAPgegengefar
(blau).

Abbildung 13:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer Metaplfasten) und einer Prophase (oben) von
zwei diploiden Zellen mit zwei Kopien des Chromoso8 (FITC/grin/mittleres Bild) und zwei
Zentrosomen (Cy3'/rot/rechtes Bild). Die DNA ist DAPI-gegengefarbtgu/linkes Bild).

Abbildung 14:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Telophasezméi
Zentrosomen, als auseinander liegende Doppelpyfakta™/rot)
zu erkennen. Die DNA ist DAPI-gegengefarbt (blau).

3.4.3 Statistik

Nachdem die primare Datenerfassung wie oben befehrierfolgt war, wurden die Einzeldaten in
ein Tabellenkalkulationsprogramm (Excel, MicrosGfbrporation, Unterschlei3heim) zur elektro-
nischen Datenverarbeitung eingegeben. Aus den Hmiza der einzelnen Gruppen wurden der
Mittelwert und der Standardfehler des Mittelwertder jeweiligen Gruppe errechnet. Zur
statistischen Auswertung und grafischen Darstellingde die Computersoftware SigmaStat
(Version 3.0, Jandel Corporation, San Rafael) ugch8Plot (Version 8.0, Jandel Corporation, San

Rafael) herangezogen.
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Fur den Vergleich von drei Gruppen miteinander, deurm Falle normalverteilter Werte und

Varianzgleichheit ein One-way ANOVA-Test (ANOVA: algsis of variance) durchgefiihrt. Dabei
wurde als Post-hoc-Test ein Holm-Sidak-Test veneentin Falle nicht-normalverteilter Werte

oder Fehlen der Varianzgleichheit wurde ein Rangsantest (Kruskal-Wallis-Test) durchgefuhrt.
Als Post-hoc-Test wurde ein Dunn-Test angewendatden Vergleich von zwei Gruppen, wurde
im Falle normalverteilter Werte und Varianzgleichhen t-Test verwendet. Ansonsten wurde ein
Mann-Whitney-Rangsummen-Test durchgefuhrt. Unteesighab einer Irrtumswabhr-scheinlichkeit

von p < 0,05 galten als signifikant.

3.4.4 Ausgewahlte mikroskopische Aufnahmen

Zur Dokumentation der Ergebnisse wurden mit einérdskopkamera (MC100 Spot, Zeiss, Jena),
die in den Strahlengang des Fluoreszenzmikroskiogeleracht werden konnte, Diafilme belichtet.
Es erfolgte entweder eine Aufnahme im Simultanfikeler mehrere Aufnahmen des gleichen
Bereichs in den Einzelfiltern fir DAPI, FITC und &Y. In den folgenden Aufnahmen wird die

Qualitat der Farbungen deutlich.

Abbildung 15:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer diploidele in der Prophase mit zwei Kopien des
Chromosoms 8 (FITC/griin/mittleres Bild) und zweinesomen (Cy3"/rot/rechtes Bild). Der
Kern ist DAPI-gegengefarbt (blau/linkes Bild).
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Abbildung 16:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer diploidelke mit zwei Kopien des Chromosoms 8
(FITC/griin/mittleres Bild) und amplifizierten Zeosomen (Cy3*/rot/rechtes Bild). Der Kern ist
DAPI-gegengefarbt (blau/linkes Bild).

Abbildung 17:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer tripoldvitose mit zwei Kopien des Chromosoms
8 (FITC/griin/mittleres Bild) und amplifizierten Zeosomen (Cy3“/rot/rechtes Bild). Die DNA ist
DAPI-gegengefarbt (blau/linkes Bild).

‘
¢
.

Abbildung 18:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von zwei di@oi Zellen in der Interphase mit zwel
Kopien des Chromosoms 8 (FITC/griin/mittleres Bild}l je einem Zentrosom (CY4rot/rechtes
Bild) (links in der Abbildung) und einer tetrapatar Mitose mit zwei Kopien des Chromosoms 8
(FITC/griin/mittleres Bild) und amplifizierten Zensomen (Cy3'/rot/rechtes Bild) (rechts in der
Abbildung). Die DNA ist DAPI-gegengefarbt (blaukies Bild).
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Abbildung 19:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer tetrdploiZelle in der Interphase mit vier Kopien
des Chromosoms 8 (FITC/griin/linkes Bild) und einBemtrosom (Cy3“/rot/rechtes Bild). Der
Kern ist DAPI-gegengefarbt (blau/linkes Bild).

Abbildung 20:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer tetrdploiZelle in der Prophase mit vier Kopien
des Chromosoms 8 (FITC/griin/mittleres Bild) und izéentrosomen (Cy3'/rot/rechtes Bild). Der
Kern ist DAPI-gegengefarbt (blau/linkes Bild).

Abbildung 21:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer tetrdploiZelle mit vier Kopien des Chromosoms
8 (FITC/griin/mittleres Bild) und amplifizierten Zeosomen (Cy3"/rot/rechtes Bild). Der Kern ist
DAPI-gegengefarbt (blau/linkes Bild).
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Abbildung 22:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer diploidelte in der Interphase mit zwei Kopien des
Chromosoms 8 (FITC/griin/mittleres Bild) und eineen#Zosomen (Cy3'/rot/rechtes Bild) (oben
in der Abbildung) und einer multipolaren Mitose macht Kopien des Chromosoms 8
(FITC/griin/mittleres Bild) und amplifizierten Zensomen (Cy3"/rot/rechtes Bild) (unten in der
Abbildung). Die DNA ist DAPI-gegengefarbt (blaukies Bild).

Abbildung 23:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (Simultanbild)er
diploiden Epithelzelle mit zwei Kopien des Chrommso/
(Cy3™/rot) und zwei Kopien de€hromosoms 8 (FITC/grii
(links in der Abbildung) und einer hexaploiden Epithelz
mit sechs Kopien des Chromosoms 7 (GY®t) und sech
Kopien des Chromosoms 8 (FITC/grin) (rechs del
Abbildung). Das Zytokeratin ist mit C¥3 (rot) gefarbt. Di
Kerne sind DAPI-gegengefarbt (blau).
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4 Ergebnisse

Bei der Analyse der Praparate fiel insbesondere, adéss Zellen mit gleicher

Chromosomenverteilung haufig entweder lokal gehédér in Zellverbanden auftraten. Es zeigten
dann alle Zellen dasselbe Verteilungsmuster denghgfir Chromosom 7 und 8. Es wurden
sowohl Cluster mit polyploiden Zellkernen, alsoigier Anzahl an Signalen fir Chromosom 7 und

8, als auch mit Zellkernen, die unterschiedlicHeviBignale fur die beiden Chromosomen zeigten,

beobachtet. Diese Klonalitat wurde vor allem ben dgpithelzellen beobachtet (Abbildungen 24
und 25).

Abbildung 24:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines Clusters drei
tetraploiden Epithelzellen mje vier Kopien des Chromosom:
(Cy3™/rot) und vier Kopien des Chromosoms 8 (FITC/griin)
Zytokeratin ist mit Cy3" (rot) gefarbt. Die Kerne sind DAPI-
gegengefarbt (blau).

Abbildung 25:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines Clustess féanf tetraploiden Zellen mit je vier
Kopien des Chromosoms 8 (FITC/griin) (rechtes Billg Kerne sind DAPI-gegengefarbt (linkes
Bild).
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4.1 Tetraploidie und Aneuploidie in der Zellkultur-Passage 0

4.1.1 Proben der leicht entztindlichen Bronchusgewebe

Die Zellkulturen in PO aus leicht entziindlichem Brbusgewebe zeigten in 6 von 15 Féllen
(40,0 %) eine Rate an tetra- und aneuploiden HpitHen von tber 5 % (Abbildung 26). Therman
und Susman haben fir Zellkulturen einen Tetra- Anduploidisierungsgrad von bis zu 5 % als

Normalwert beschrieben, der fir diese Studie Gbamen wurde (Therman und Susman 1993).

Die maximale Anzahl an tetra- und aneuploiden Eutbllen zeigte dabei Fall 30 mit 9,5 %

tetraploiden und 11,5 % aneuploiden Epithelzellen.

Bei den Nichtepithelzellen trat eine Anzahl anaetind aneuploiden Zellen von tber 5 % nur bei
einem Fall auf (Abbildung 27). Bei Fall 13 lag dMazahl fir tetraploide Nichtepithelzellen bei
16,8 % und fur die aneuploiden Nichtepithelzellen18,3 %.
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Abbildung 26:

Tetra- und aneuploide Epithelzellen in Prozent raligpithelzellen in Zellkulturen aus leicht
entzindlichem Bronchusgewebe in Passage 0.

43



Ergebnisse

[%6]
® © Tetraploide
20+ A Aneuploide
4
e
154
104
5
S 4
°a ° "8,a o
i)
1 ’ 1 1 1 1 ' 1 1 1 1 1 1 1 1
10 11 12 13 1819 245 2627 28 29 3032 33 Hadlll
Abbildung 27:

Tetra- und aneuploide Nichtepithelzellen in Prozaitér Nichtepithelzellen in Zellkulturen aus
leicht entziindlichem Bronchusgewebe in Passage 0.

4.1.2 Proben der stark entziindlichen Bronchusgewebe

Bei den Zellkulturen in PO aus stark entztndlichBronchusgewebe lagen bei 6 von 8 Fallen
(75,0 %) die Rate an tetra- und aneuploiden Eméliein tGber der 5 %-Marke mit einer maximalen
Rate von 9,0 % sowohl fur die tetra- als auch f@raheuploiden Epithelzellen bei den Fallen 20
und 22 (Abbildung 28). Hierbei ist besonders bemeskvert, dass im Gegensatz zum
Tumorgewebe, hier die aneuploiden Epithelzellen emahkomplett aus tetraploiden Zellen

bestanden.

Bei den Nichtepithelzellen lagen alle Werte fur théra- und aneuploiden Zellen unter der 5 %-
Schwelle (Abbildung 29).
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Abbildung 28:
Tetra- und aneuploide Epithelzellen in Prozent ralgpithelzellen in Zellkulturen aus stark
entziindlichem Bronchusgewebe in Passage 0.
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Abbildung 29:
Tetra- und aneuploide Nichtepithelzellen in Prozaitér Nichtepithelzellen in Zellkulturen aus
stark entztindlichem Bronchusgewebe in Passage 0.

4.1.3 Proben des Tumorgewebes

Die Zellkulturen in PO, die aus dem Tumorgeweb&drgingen, zeigten bei den Epithelzellen in 14
von 21 Fallen (66,7 %) eine Tetraploidisierungskette tber 5 % und in 16 von 21 Fallen (76,2 %)

eine Aneuploidisierungsrate von uber 5 % (Abbild®@). Insgesamt sechs Kulturen (Falle 10, 12,
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13, 15, 22 und 24) zeigten bei den Epithelzellere éineuploidisierungsrate von tber 40,0 % mit
der hdchsten Rate an aneuploiden Epithelzellen ah E3 (78,5 %). Die hochste Rate an
tetraploiden Epithelzellen lag bei 62,0 % (Fall.13)

Nur 7 von 21 Féllen (33,3 %) zeigten eine Rateetraploiden und 5 von 21 Féllen (23,8 %) eine
Rate an aneuploiden Epithelzellen von unter 5 %.dBa Féllen 20 und 21 waren nicht genigend

Epithelzellen angewachsen.

Bei den Nichtepithelzellen fand sich nur bei 3 v@8 Fallen (13,6 %) eine Tetra- und
Aneuploidisierungsrate von uber 5 % mit einer maten Rate an aneuploiden Nichtepithelzellen
von 16,0 % bei Fall 8 (Abbildung 31). Dabei bestamdlie aneuploiden Zellen hauptséchlich aus

tetraploiden Zellen. Bei Fall 5 waren nicht geni@y&lichtepithelzellen angewachsen.
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Abbildung 30:

Tetra- und aneuploide Epithelzellen in Prozentrdigithelzellen in Zellkulturen aus Tumorgewebe
in Passage 0. Adenokarzinome rot, Plattenepithalame grau, andere blau.
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Abbildung 31.:

Tetra- und aneuploide Nichtepithelzellen in Prozaitr Nichtepithelzellen in Zellkulturen aus
Tumorgewebe in Passage 0. Adenokarzinome roteRigitthelkarzinome grau, andere blau.

4.2 Tetraploidie und Aneuploidie der Gewebe in allen ZEkultur-
Passagen

4.2.1 Zellkultur-Passage O

In PO ergab sich im leicht entztindlichen Bronchusdee ein Anteil an tetraploiden Epithelzellen
an der Gesamtzahl aller Epithelzellen von im Mided %, wobei die Werte von 0,0 bis 9,5 %
streuten (Abbildung 32). Es fanden sich 5,1 % alwedg Epithelzellen (0,0 bis 11,5 %) in diesem
Gewebe. Im stark entziindlichen Bronchusgewebe fasith 6,3 % tetraploide (3,3 bis 9,0 %) und
6,7 % aneuploide Epithelzellen (3,5 bis 9,0 %). TTamorgewebe wurden 15,6 % tetraploide (0,5
bis 62 %) und 25,6 % aneuploide Epithelzellen {is078,5 %) nachgewiesen.

Also lagen die Werte fur die tetra- und aneuploidepithelzellen im stark entzindlichen
Bronchusgewebe Uber denen des leicht entzindli@®mebes und die Werte des Tumorgewebes
wiederum hoher als die Werte des stark entzindlicBeonchusgewebes. Dabei war der
Unterschied zwischen den tetra- und aneuploideth&pgellen im Tumorgewebe, verglichen mit

denen im leicht entziindlichen Bronchusgewebe, fegmit.
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Bei den Nichtepithelzellen im leicht entzindlichd@ronchusgewebe betrug der Anteil der
tetraploiden Zellen im Mittel 2,8 % (0,0 bis 16,9.%er Anteil der aneuploiden Nichtepithelzellen
betrug 3,3 % und reichte von 0,0 bis 18,3 %. Inmksemntzindlichen Bronchusgewebe lagen die
Werte der tetraploiden Nichtepithelzellen bei 1,804 bis 3,5 %) und die der aneuploiden bei
2,3 % (0,0 bis 4,5 %). Im Tumorgewebe fanden sichMittel 2,7 % tetraploide Nichtepithelzellen

(0,5 bis 14,0 %) und 3,4 % aneuploide Nichtepitbddn (0,5 bis 16,0 %). Es gab hier keine

signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 32:

Tetra- und aneuploide Epithel- und Nichtepithelzell in Prozent aller Epithel- bzw.
Nichtepithelzellen in Zellkulturen in Passage 0 #&isht (Ble) und stark (Bse) entzindlichem
Bronchusgewebe sowie aus Tumorgewebe (Tu). Es estMittelwert mit Standardfehler des
Mittelwertes angegeben. *p < 0,05 vs. tetraploigéthelzellen des Tumorgewebes, #p < 0,05 vs.
aneuploide Epithelzellen des Tumorgewebes. n = Wk Félle.

4.2.2 Zellkultur-Passage 1

Im leicht entziindlichen Bronchusgewebe wurden 7 @t¥aploide Epithelzellen (2,0 bis 12,0 %) in
P1 gezahlt (Abbildung 33). Fur die aneuploiden lglitellen ergab sich hier ein Mittelwert von
8,6 % (2,0 bis 18,5 %). Im stark entzindlichen Brarsgewebe fanden sich 6,7 % tetraploide (5,0
bis 9,0 %) und 8,1 % aneuploide Epithelzellen &i® 12,0 %). 13,2 % tetraploide Epithelzellen
(1,0 bis 50,0 %) und 18,6 % aneuploide Epithelreld,5 bis 67,0 %) resultierten in P1 des
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Tumorgewebes. Hier lagen, im Gegensatz zu PO, meh rdie Werte fir die aneuploiden

Epithelzellen signifikant hdher als im leicht emdlichen Bronchusgewebe.

Bei den Nichtepithelzellen ergaben sich im leighiz&ndlichen Bronchusgewebe 2,6 % tetraploide
(1,0 bis 4,5 %) und 3,1 % aneuploide Nichtepith&dpe(1,5 bis 4,5 %). Im stark entzindlichen
Bronchusgewebe fanden sich im Mittel 3,2 % tetra@o(0,5 bis 9,0 %) und 3,5 % aneuploide
Nichtepithelzellen (1,0 bis 9,5 %). Im Tumorgewebsultierten in dieser Passage 3,6 % tetraploide
(0,0 bis 22,0 %) und 5,2 % aneuploide Nichtepitbkdn (0,0 bis 48,0 %). Es lagen keine
signifikanten Unterschiede vor.
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Abbildung 33:

Tetra- und aneuploide Epithel- und Nichtepithelzell in Prozent aller Epithel- bzw.

Nichtepithelzellen in Zellkulturen in Passage 1 &isht (Ble) und stark (Bse) entzindlichem
Bronchusgewebe sowie aus Tumorgewebe (Tu). EsestMittelwert mit Standardfehler des

Mittelwertes angegeben. #p < 0,05 vs. aneuploidth&lgellen des Tumorgewebes. n = Anzahl der
Falle.

4.2.3 Zellkultur-Passage 2

In P2 betrug im leicht entztindlichen BronchusgewadeAnteil der tetraploiden Epithelzellen im
Mittel 11,3 % (2,5 bis 17,0 %) und der Anteil dereaploiden 13,2 % (2,5 bis 22,5 %) (Abbildung
34). Im stark entzindlichen Bronchusgewebe wurdg? % tetraploide (7,0 bis 16,0 %) und
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12,9 % aneuploide Epithelzellen (8,0 bis 17,0 %duggen. Im Tumorgewebe ergaben sich hier
11,4 % tetraploide (1,0 bis 46,0 %) und 14,3 % plwde Epithelzellen (1,5 bis 56,0 %).

Bei den Nichtepithelzellen des leicht entzindlichBronchusgewebes wurden in P2 2,3 %
tetraploide (0,0 bis 5,2 %) und 2,6 % aneuploidehiipithelzellen (0,5 bis 5,3 %) gefunden. Im
stark entzindlichen Bronchusgewebe entsprach dedeilAder tetraploiden genau dem der
aneuploiden Nichtepithelzellen und betrug 2,5 98 (is 3,5 %). Im Tumorgewebe fanden sich
3,0 % tetraploide (1,0 bis 6,5 %) und 3,2 % anddpldlichtepithelzellen (1,0 bis 6,5 %).

In P2 ergaben sich weder fur die Epithel- nochdiérNichtepithelzellen signifikante Unterschiede.
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Abbildung 34:

Tetra- und aneuploide Epithel- und Nichtepithelzell in Prozent aller Epithel- bzw.
Nichtepithelzellen in Zellkulturen in Passage 2 #&isht (Ble) und stark (Bse) entzindlichem
Bronchusgewebe sowie aus Tumorgewebe (Tu). Es estMittelwert mit Standardfehler des
Mittelwertes angegeben. n = Anzahl der Falle.

Alle Mittelwerte der tetra- und aneuploiden Nichtkplzellen lagen - bis auf den Wert der

Aneuploiden des Tumorgewebes in P1 - unter 5 %.

Ebenso waren in allen Passagen die Mittelwertetetes- und aneuploiden Nichtepithelzellen aus

allen drei Geweben niedriger als die der Epithé&drel
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4.2.4 Veranderungen im Verlauf der Zellkultur-Passagen

Betrachtete man die tetraploiden Epithelzellen meaerkennen, dass die Mittelwerte im Laufe der
Passagen von PO Uber Pl nach P2 sowohl beim leathtauch beim stark entzindlichen
Bronchusgewebe kontinuierlich anstiegen (Abbildurgp). Beim leicht entzindlichen
Bronchusgewebe betrugen die Mittelwerte fir dieamoiden Epithelzellen in PO 4,0 %, in P1
7,6 % und in P2 11,3 %. Dabei waren die Mittelwent€®0 signifikant niedriger als in P1 und P2,
und in P1 signifikant niedriger als in P2. Beimrkt@ntztindlichen Bronchusgewebe lagen die
Mittelwerte in PO bei 6,3 %, in P1 bei 6,7 % undPi& bei 11,2 %.

Im Gegensatz dazu fielen die Werte fur die tetridelo Epithelzellen in den Kulturen aus
Tumorgewebe im Zuge der Passagen tendenziell abjnu®2 im gleichen Bereich wie die
Mittelwerte fur die entzindlichen Bronchusgewebe lizgen. Die Mittelwerte der tetraploiden
Epithelzellen des Tumorgewebes lagen dabei in RAB®& %, in P1 bei 13,2 % und in P2 bei
11,4 %.
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Abbildung 35:

Tetraploide Epithelzellen in Prozent aller Epitledlen in Zellkulturen in Passage O bis Passage 2
aus leicht (Ble) und stark (Bse) entzindlichem Bhusgewebe sowie aus Tumorgewebe (Tu). Es
ist jeweils der Mittelwert angegeben. *p < 0,05R4(Ble), #p < 0,05 vs. P2(Ble).

Bei den aneuploiden Epithelzellen war ein ahnlicMarlauf der Mittelwerte zu beobachten
(Abbildung 36). Bei den Kulturen aus leicht undristantziindlichem Bronchusgewebe stieg der

Anteil an aneuploiden Epithelzellen im Mittel im Nauf der Passagen kontinuierlich an. Im leicht
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entziindlichen Bronchusgewebe lagen die Werte ibé?(®,1 %, in P1 bei 8,6 % und in P2 bei
13,2 %. Im stark entzindlichen Bronchusgewebe fetrudie Mittelwerte fur die aneuploiden
Epithelzellen in PO 6,7%, in Pl 81% und in P2,9¥%. Bei beiden entzindlichen

Bronchusgeweben waren die Mittelwerte in PO undiBdifikant niedriger als in P2.

Beim Tumorgewebe war wiederum ein Abfall der Mittette der aneuploiden Epithelzellen im
Laufe der Passagen zu beobachten. Die Werte |lagE0 bei 25,6 %, in P1 bei 18,6 % und in P2
bei 14,3 %. In P2 lagen dann die Werte sowohl féreshtziindlichen Bronchusgewebe, als auch fur
das Tumorgewebe auf gleichem Niveau. Im Tumorgewedredieser Abfall bei den aneuploiden

Epithelzellen starker ausgepragt als bei den tielicdgn Epithelzellen.
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Abbildung 36:

Aneuploide Epithelzellen in Prozent aller Epithdize in Zellkulturen in Passage 0 bis Passage 2
aus leicht (Ble) und stark (Bse) entzindlichem Bhusgewebe sowie aus Tumorgewebe (Tu). Es
ist jeweils der Mittelwert angegeben. *p < 0,05R&(Ble), #p < 0,05 vs. P2(Bse).

Bei den Nichtepithelzellen waren im Verlauf der $2&gen deutlich geringere Schwankungen der
Mittelwerte zu beobachten (Abbildung 37).

Die Mittelwerte der tetraploiden Nichtepithelzelletes leicht entziindlichen Bronchusgewebes
lagen im Laufe der Passagen auf &hnlichem NiveaWeerte betrugen in PO 2,8 %, in P1 2,6 %
und in P2 2,3 %. Beim stark entzindlichen Bronckuspe und beim Tumorgewebe stiegen die
Mittelwerte fur die tetraploiden Nichtepithelzelleon PO zu P1 tendenziell leicht an, um dann in
P2 wieder abzufallen. Die Werte lagen fur das statzindliche Bronchusgewebe in PO bei 1,8 %,

in P1 bei 3,2 % und in P2 bei 2,5 %. Beim Tumordevbetrugen die Mittelwerte in PO 2,7 %, in
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P1 3,6 % und in P2 3,0 %.
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Abbildung 37:

Tetraploide Nichtepithelzellen in Prozent aller iWepithelzellen in Zellkulturen in Passage O bis
Passage 2 aus leicht (Ble) und stark (Bse) entrlnath Bronchusgewebe sowie aus Tumorgewebe
(Tu). Es ist jeweils der Mittelwert angegeben.
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Abbildung 38:

Aneuploide Nichtepithelzellen in Prozent aller Nepithelzellen in Zellkulturen in Passage 0 bis
Passage 2 aus leicht (Ble) und stark (Bse) entiileath Bronchusgewebe sowie aus Tumorgewebe
(Tu). Es ist jeweils der Mittelwert angegeben.

Bei den aneuploiden Nichtepithelzellen sah mangharen mit den tetraploiden Nichtepithel-
zellen, einen sehr &hnlichen Verlauf (Abbildung. 38 Werte betrugen fur das leicht entziindliche

Bronchusgewebe in PO 3,3 %, in P1 3,1 % und in&th®,6 %. Im stark entziindlichen Gewebe
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fanden sich dann in PO 2,3 %, in P1 3,5 % und i2,B26. Beim Tumorgewebe lagen die Werte in
PO bei 3,4 %, in P1 bei 5,2 % und in P2 bei 3,2 %.

4.3 Tetraploidie und Aneuploidie im Adeno- und
Plattenepithelkarzinom

Adeno- und Plattenepithelkarzinom sind die beidéiufigsten histologischen Entitdten des
Bronchialkarzinoms (siehe Einleitung). Bisher wurakese beiden Karzinome zusammen mit dem
grof3zelligen Bronchialkarzinom aus therapeutiscié@tinden als nichtkleinzellige Bronchial-

karzinome zusammengefasst. In der jingeren Vergdege gewann die Unterscheidung der
Adeno- und Plattenepithelkarzinome an Interesse, silzh mittlerweile unterschiedliche

Behandlungsoptionen mit Tyrosinkinaseinhibitoreerodntikbrpern ergeben haben. Im Folgenden
werden die Tetra- und Aneuploidisierungsrate digseiden Bronchialkarzinome miteinander

verglichen.

4.3.1 Zellkultur-Passage O

Bei den Epithelzellen der Adenokarzinome lag inbieD10 von 12 Fallen (83,3 %) eine Tetra- und
Aneuploidisierungsrate von uber 5% vor (AbbilduBg, Seite 46). Bei den Plattenepithel-
karzinomen fand sich bei 2 von 7 Fallen (28,6 %€l etraploidisierungsrate und bei 4 von 7

Fallen (57,1 %) eine Aneuploidisierungsrate vonrHo.

Betrachtet man die Mittelwerte, ergab sich bei Aeenokarzinomen in PO bei den Epithelzellen
ein Anteil von 19,4 % Tetraploiden (0,5 bis 62,0 36d von 31,7 % Aneuploiden (2,5 bis 78,5 %)
(Abbildung 39). Bei den Plattenepithelkarzinomemgela die Mittelwerte fir die tetraploiden
Epithelzellen bei 11,0 % (1,0 bis 49,5 %) und fig dneuploiden bei 14,7 % (1,0 bis 60,0 %).
Damit traten bei den Epithelzellen der Adenokarzieroim Mittel tendenziell mehr tetra- und

aneuploide Zellkerne auf als bei den Plattenegidrelnomen.

Bei den Nichtepithelzellen lagen nur bei einem &t Adenokarzinome (Fall 1) und bei zwei
Fallen der Plattenepithelkarzinome (Falle 8 und @Rgp Tetra- und Aneuploidisierungsrate von
Uber 5 % vor (Abbildung 31, Seite 47).

Bei den Mittelwerten ergaben sich fur die Adenokaome 2,0 % tetraploide (0,5 bis 7,0 %) und
2,8 % aneuploide Nichtepithelzellen (1,0 bis 10)0 %§Abbildung 39). Bei den
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Plattenepithelkarzinomen ergaben sich im Mittel %,0retraploide (0,5 bis 14,0 %) und 4,6 %
Aneuploide (0,5 bis 16,0 %). Signifikante Untersct@ ergaben sich hier nicht.
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Abbildung 39:

Tetra- und aneuploide Epithel- und Nichtepithekzell in Prozent aller Epithel- bzw.
Nichtepithelzellen in Zellkulturen in Passage 0 ausdenokarzinomen (ACA) und
Plattenepithelkarzinomen (PEC). Es ist der Mittetwenit Standardfehler des Mittelwertes
angegeben. n = Anzahl der Félle.

4.3.2 Zellkultur-Passage 1

In P1 lag bei den Adenokarzinomen der Anteil arafgbiden Epithelzellen im Mittel bei 11,5 %
(1,0 bis 50,0 %) und an aneuploiden Epithelzellen1s,9 % (3,5 bis 67,0 %) (Abbildung 40). Bei
den Plattenepithelkarzinomen betrugen die Wertaigitetraploiden Epithelzellen 15,9 % (4,0 bis
32,0 %) und fur die aneuploiden 18,9 % (4,0 bi©34). In P1 fanden sich tendenziell mehr tetra-

und aneuploide Epithelzellen bei den Plattenepitrelnomen als bei den Adenokarzinomen.

Bei den Nichtepithelzellen fanden sich bei den Adkamzinomen 4,4 % Tetraploide (0,0 bis
22,0 %) und 7,1 % Aneuploide (0,5 bis 48,0 %). &an Plattenepithelkarzinomen waren es 2,4 %
tetraploide (0,0 bis 4,0 %) und 2,9 % aneuploidehiipithelzellen (0,0 bis 4,8 %). Es fanden sich

keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 40:

Tetra- und aneuploide Epithel- und Nichtepithelzell in Prozent aller Epithel- bzw.
Nichtepithelzellen in Zellkulturen in Passage 1 ausdenokarzinomen (ACA) und
Plattenepithelkarzinomen (PEC). Es ist der Mittetwenit Standardfehler des Mittelwertes
angegeben. n = Anzahl der Falle.

4.3.3 Zellkultur-Passage 2

In der zweiten Passage fanden sich bei den Adernokamen im Mittel 14,2 % tetraploide
Epithelzellen (4,5 bis 46,0 %) und 17,8 % aneugditpithelzellen (5,5 bis 56,0 %) (Abbildung
41). Bei den Plattenepithelkarzinomen waren es%g,%etra- (1,0 bis 22,0 %) und 11,5 %
aneuploide Zellkerne (1,5 bis 28,0 %).

Bei den Nichtepithelzellen fanden sich bei den Ad@mzinomen 3,8 % Tetraploide (1,8 bis 6,5 %)
und 3,9 % Aneuploide (1,8 bis 6,5 %). Bei den Blapithelkarzinomen lag der Anteil der
Tetraploiden bei 2,6 % (1,0 bis 4,0 %) und der deeuploiden bei 2,7 % (1,0 bis 4,3 %).
Signifikante Unterschiede hatten sich auch in RBtrergeben.
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Abbildung 41:

Tetra- und aneuploide Epithel- und Nichtepithelzell in Prozent aller Epithel- bzw.
Nichtepithelzellen in Zellkulturen in Passage 2 ausdenokarzinomen (ACA) und
Plattenepithelkarzinomen (PEC). Es ist der Mittetwenit Standardfehler des Mittelwertes
angegeben. n = Anzahl der Falle.

Insgesamt lagen die Werte fir die tetra- und arcedgh Nichtepithelzellen unter dem von Therman
und Susman fir Zellkulturen beschriebenen Normdlwean bis zu 5 %, aulRer bei den aneuploiden
Nichtepithelzellen des Adenokarzinoms in P1 (Therraad Susman 1993). Der fur Nichtepithel-
zellen relativ hohe Mittelwert in P1 des Adenokaarns ergab sich durch eine hohe Anzahl an
Aneuploiden bei Fall 12 von 48,0 %, auch die Tdtigen waren bei diesem Fall sehr hoch
(22,0 %). Weiterhin ist bemerkenswert, dass bei Biitenepithelkarzinomen Fall 8 in PO mit
hohen Werten fur die tetra- und aneuploiden Nidthefzellen von 14,0 % bzw. 16,0 % auffiel.

Diese hohen Zahlen waren in den folgenden Passagetnmehr detektierbar.

4.3.4 Veranderungen im Verlauf der Zellkultur-Passagen

Der Anteil der tetra- und aneuploiden Epithelzeliieh bei den Adenokarzinomen von PO nach P1
tendenziell ab, wobei sich der Anteil der Aneupémicsogar anndhernd halbierte (Abbildungen 42

und 43). In der weiteren Passage blieben die Wiane stabil und anderten sich nur wenig.

Bei den Plattenepithelkarzinomen stieg der Anteitedra- und aneuploiden Epithelzellen von PO zu
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P1zunachst tendenziell an, um dann in P2 unter dasauivon PO zu fallen. Dabei hatte sich der
Anteil an Tetra- und Aneuploiden von P1 nach P2bieal. Es ergaben sich jedoch keine

signifikanten Unterschiede im Verlauf der Passagen.
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Abbildung 42:
Tetraploide Epithelzellen in Prozent aller Epitledlien in Zellkulturen in Passage O bis Passage 2

aus Adenokarzinomen (ACA) und Plattenepithelkanzian (PEC). Es ist jeweils der Mittelwert
angegeben.
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Abbildung 43:

Aneuploide Epithelzellen in Prozent aller Epithdize in Zellkulturen in Passage 0 bis Passage 2
aus Adenokarzinomen (ACA) und Plattenepithelkanzian (PEC). Es ist jeweils der Mittelwert
angegeben.
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Bei den Nichtepithelzellen stiegen die Tetra- unteéploiden beim Adenokarzinom von PO zu P1
tendenziell an (Abbildungen 44 und 45). Die tetoaggn Nichtepithelzellen blieben dann von P1
nach P2 auf ahnlichem Niveau. Dabei lagen die WaatePO signifikant tiefer als die von P2. Die

aneuploiden Nichtepithelzellen des Adenokarzinoelsri von P1 nach P2 tendenziell ab.

Bei den Plattenepithelkarzinomen fielen die Weiitedie tetra- und aneuploiden Nichtepithelzellen

von PO nach P1 tendenziell ab und blieben danrPlonach P2 auf ahnlichem Niveau.

Insgesamt zeigte sich bei Adeno- und Plattenep@@neinomen ein umgekehrter Verlauf der
zeitlichen Entwicklung von tetra- und aneuploiderell@h innerhalb der Epithel- und
Nichtepithelzellen: Bei den Adenokarzinomen fiellie tetra- und aneuploiden Epithelzellen von
PO nach P1 ab und blieben dann zu P2 auf ahnlicNareau, wohingegen die tetra- und
aneuploiden Epithelzellen der Plattenepithelkanriaovon PO nach P1 anstiegen und nach P2
wieder abfielen. Bei den Nichtepithelzellen stieg#ie tetra- und aneuploiden Zellen bei den
Adenokarziomen von PO nach P1 an. Die tetraploimmtepithelzellen blieben dann in P2 auf
ahnlichem Niveau und die aneuploiden fielen nachwigtler ab. Im Gegensatz dazu fielen die
tetra- und aneuploiden Nichtepithelzellen bei d&iténepithelkarzinomen von PO nach P1 ab und

blieben dann in P2 auf ahnlichem Niveau.
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Abbildung 44:

Tetraploide Nichtepithelzellen in Prozent aller iNepithelzellen in Zellkulturen in Passage O bis
Passage 2 aus Adenokarzinomen (ACA) und Plattdretkétrzinomen (PEC). Es ist jeweils der
Mittelwert angegeben. *p < 0,05 vs. P2(ACA).
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Abbildung 45:

Aneuploide Nichtepithelzellen in Prozent aller Negbithelzellen in Zellkulturen in Passage O bis
Passage 2 aus Adenokarzinomen (ACA) und Plattdredkétrzinomen (PEC). Es ist jeweils der
Mittelwert angegeben.

4.4 Trisomie 7 und Trisomie 8

Insbesondere die Trisomie 7 wurde haufig als gecletis Merkmal von Bronchialkarzinomen und
pramalignem Bronchialgewebe beschrieben (siehesiinig). Eine Polysomie von Chromosom 8
wurde deutlich seltener in Zusammenhang mit demrm@rialkarzinom gebracht. Die Zahlung des
Chromosoms 8 war in der vorliegenden Studie untetegem zur Absicherung der korrekten

Bestimmung des Ploidiegrades wichtig.

4.4.1 Zellkultur-Passage O

Die Zellkulturen in PO aus leicht entziindlichem Brbusgewebe zeigten in 5 von 15 Féllen
(33,3 %) eine Rate an Epithelzellen mit einer Tmigo 7 von Uber 2 % (Abbildung 46). Der
Grenzwert von 2 % wurde aus der Untersuchung vanwélt et al. tbernommen, die diesen Wert
fur Zellen mit einer Trisomie 7 als signifikant éHt im Vergleich mit einer gesunden
Kontrollgruppe beschrieben (Crowell et al. 199631 Ben Nichtepithelzellen lag in PO bei 4 von 15
Fallen (26,7 %) eine Trisomie 7-Rate von Uber 2d¥%(@Abbildung 47).
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Fur die Trisomie 8 lasst sich kein Grenzwert ausLdteratur angeben. In den Zellkulturen in PO
des leicht entziindlichen Bronchusgewebes lag beeke Fall, weder bei den Epithel-, noch bei

den Nichtepithelzellen, eine Rate an Zellen mieeifrisomie 8 von uber 2 % vor.
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Abbildung 46:

Epithelzellen mit einer Trisomie 7 oder Trisomien&rozent aller Epithelzellen in Zellkulturen aus
leicht entziindlichem Bronchusgewebe in Passage 0.
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Abbildung 47:
Nichtepithelzellen mit einer Trisomie 7 oder Triden8 in Prozent aller Nichtepithelzellen in
Zellkulturen aus leicht entztindlichem BronchusgesviebPassage 0.

Bei den Zellkulturen in PO aus dem stark entzUheiic Bronchusgewebe fand sich bei den
Epithelzellen bei 1 von 8 Fallen (12,5 %) eine dmge 7-Rate von Uber 2 % und bei den

Nichtepithelzellen in 2 von 8 Féallen (25,0 %) (Alolingen 48 und 49). Auch hier lag bei keinem

61



Ergebnisse

Fall eine Rate an Zellen mit einer Trisomie 8 vber2 % vor, weder bei den Epithel- noch bei den

Nichtepithelzellen.
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Abbildung 48:
Epithelzellen mit einer Trisomie 7 oder Trisomien&rozent aller Epithelzellen in Zellkulturen aus
stark entztindlichem Bronchusgewebe in Passage 0.
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Abbildung 49:

Nichtepithelzellen mit einer Trisomie 7 oder Triden8 in Prozent aller Nichtepithelzellen in
Zellkulturen aus stark entziindlichem Bronchusgewel#assage O.
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Bei den Zellkulturen in PO aus Tumorgewebe fandam $ei 8 von 21 Fallen (38,1 %)
Epithelzellen mit einer Trisomie 7-Rate von Ubébo2ind bei den Nichtepithelzellen bei 6 von 22
Fallen (27,3 %) (Abbildungen 50 und 51). Eine Tnis® 8-Rate von uber 2 % fand sich bei den
Epithelzellen bei 6 von 21 Fallen (28,6 %) und den Nichtepithelzellen bei 1 von 22 Fallen
(4,5 %).
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Abbildung 50:

Epithelzellen mit einer Trisomie 7 oder Trisomien8rozent aller Epithelzellen in Zellkulturen aus
Tumorgewebe in Passage 0.
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Abbildung 51:

Nichtepithelzellen mit einer Trisomie 7 oder Triden8 in Prozent aller Nichtepithelzellen in
Zellkulturen aus Tumorgewebe in Passage 0.

Betrachtet man die Mittelwerte, betrug in PO inth¢ientziindlichen Bronchusgewebe der Anteil an

Epithelzellen mit einer Trisomie 7 im Mittel 1,5 @,0 bis 3,0 %) und der Anteil an Epithelzellen
mit einer Trisomie 8 0,5 % (0,0 bis 2,0 %) (Abbidu52). Im stark entziindlichen Bronchusgewebe

ergab sich ein Anteil an Epithelzellen mit eineisémie 7 von 1,5 % (0,0 bis 5,5 %) und ein Anteil

mit einer Trisomie 8 von 0,6 % (0,0 bis 1,5 %). Tmmorgewebe fanden sich im Mittel 2,5 %
Epithelzellen (0,0 bis 9,0 %) mit einer Trisomiend 1,8 % (0,0 bis 6,5 %) mit einer Trisomie 8.

Bei den Nichtepithelzellen fand sich in PO im l¢ientztndlichen Bronchusgewebe bei 1,3 % (0,0

bis 3,0 %) eine Trisomie 7 und bei 0,6 % (0,0 h3%) eine Trisomie 8. Im stark entziindlichen

Bronchusgewebe ergaben sich 1,7 % Nichtepithelzgle5 bis 2,5 %) mit einer Trisomie 7 und

0,5 % (0,0 bis 1,5 %) mit einer Trisomie 8. Im Tugmwvebe wiesen 1,9 % (0,0 bis 7,0 %) der

Nichtepithelzellen eine Trisomie 7 und 0,7 % (09 &5 %) eine Trisomie 8 auf.
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Abbildung 52:

Epithel- und Nichtepithelzellen mit einer Trisomie oder 8 in Prozent aller Epithel- bzw.
Nichtepithelzellen in Zellkulturen in Passage 0 disht (Ble) und stark (Bse) entziindlichem
Bronchusgewebe sowie aus Tumorgewebe (Tu). Es estMittelwert mit Standardfehler des
Mittelwertes angegeben. n = Anzahl der Falle.

4.4.2 Zellkultur-Passage 1

Bei den Epithelzellen des leicht entziindlichen Blarsgewebes wurden in P1 im Mittel bei 1,3 %
(0,0 bis 4,0 %) der Epithelzellen eine Trisomiend wei 0,7 % (0,0 bis 2,0 %) eine Trisomie 8
gefunden (Abbildung 53). Bei 2,7 % (1,0 bis 7,586y Epithelzellen trat im stark entztindlichen
Bronchusgewebe eine Trisomie 7 und bei 0,7 % (4D 1H0 %) eine Trisomie 8 auf. Im
Tumorgewebe ergab sich bei 1,4 % (0,0 bis 7,0 % Eg@ehelzellen eine Trisomie 7 und bei 2,0 %
(0,0 bis 8,0 %) eine Trisomie 8.

In P1 wurden im leicht entziindlichen Bronchusgew@@e% Nichtepithelzellen (0,0 bis 2,0 %) mit
einer Trisomie 7 und 0,5 % Nichtepithelzellen (i®4,0 %) mit einer Trisomie 8 gezahlt. Im stark
entzindlichen Bronchusgewebe wurden 1,2 % Nichtelagllen (0,8 bis 2,0 %) mit einer Trisomie
7 und 0,1 % (0,0 bis 0,3 %) mit einer Trisomie 8tdestellt. Im Tumorgewebe wurden 1,0 %
Nichtepithelzellen (0,0 bis 4,0 %) mit einer Trisen7 und 0,7 % (0,0 bis 5,0 %) mit einer Trisomie

8 gefunden.
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Abbildung 53:

Epithel- und Nichtepithelzellen mit einer Trisomie oder 8 in Prozent aller Epithel- bzw.
Nichtepithelzellen in Zellkulturen in Passage 1 #&isht (Ble) und stark (Bse) entzindlichem
Bronchusgewebe sowie aus Tumorgewebe (Tu). Es estMittelwert mit Standardfehler des
Mittelwertes angegeben. n = Anzahl der Falle.

4.4.3 Zellkultur-Passage 2

Nach der zweiten Unterkultivierung wiesen im Mit@&b % (0,0 bis 1,5 %) der Epithelzellen des
leicht entztindlichen Bronchusgewebes eine Trisofmiend 0,7 % (0,0 bis 2,0 %) eine Trisomie 8
auf (Abbildung 54). Im stark entzindlichen Bronasebe wurden 0,8 % Epithelzellen (0,0 bis
2,0 %) mit einer Trisomie 7 und 0,4 % (0,0 bis %P mit einer Trisomie 8 gezahlt. Im
Tumorgewebe lagen die Werte fur die Epithelzellenamer Trisomie 7 bei 1,3 % (0,0 bis 4,5 %)
und fir die mit einer Trisomie 8 bei 1,0 % (0,0 8j6 %).

Bei den Nichtepithelzellen fanden sich im leichtzéimdlichen Bronchusgewebe in P2 im Mittel
0,5 % Nichtepithelzellen (0,0 bis 1,5 %) mit eiff@rsomie 7 und 0,3 % (0,0 bis 1,0 %) mit einer
Trisomie 8. Im stark entziindlichen Bronchusgewelgeh die Werte fir die Nichtepithelzellen mit
einer Trisomie 7 bei 1,0 % (0,0 bis 2,0 %) und ®&i % (0,0 bis 1,0 %) fur die Nichtepithelzellen
mit einer Trisomie 8. Im Tumorgewebe traten 1,2 %6htkepithelzellen (0,0 bis 4,5 %) mit einer

Trisomie 7 und 0,3 % (0,0 bis 1,0 %) mit einer ®nse 8 auf.

66



Ergebnisse

KLU " Trisomie 7
5 % Trisomie 8
4 -

3 -
2 -
i ’l‘ L
'Y Nz |l
Ble Bse Tu Ble Bse Tu
n o9 5 15 9 6 21
Epithelzellen Nichtepithelzellen
Abbildung 54:

Epithel- und Nichtepithelzellen mit einer Trisomie oder 8 in Prozent aller Epithel- bzw.
Nichtepithelzellen in Zellkulturen in Passage 2 #&isht (Ble) und stark (Bse) entzindlichem
Bronchusgewebe sowie aus Tumorgewebe (Tu). Es estMittelwert mit Standardfehler des
Mittelwertes angegeben. n = Anzahl der Falle.

In keiner Passage zeigten sich signifikante Unkeesie zwischen den untersuchten Geweben.

4.4.4 Veranderungen im Verlauf der Zellkultur-Passagen

Die Anzahl an Epithelzellen mit einer Trisomie 7 ieicht entztindlichen Bronchusgewebe blieb
von PO nach P1 ungefahr gleich und fiel dann inté&®lenziell ab (Abbildung 55). Im stark
entziindlichen Bronchusgewebe stieg der Anteil aithEjzellen mit einer Trisomie 7 von PO nach
P1 tendenziell an und sank in P2 wieder ab. Im Trgewebe fielen die Epithelzellen mit einer

Trisomie 7 von PO nach P1 ab und blieben dann ial?Zhnlichem Niveau.

67



Ergebnisse

3 Q@ Tu
O Bse
A Ble

PO P1 P2

Abbildung 55:

Epithelzellen mit einer Trisomie 7 in Prozent allgpithelzellen in Zellkulturen in Passage O bis
Passage 2 aus leicht (Ble) und stark (Bse) entrlnath Bronchusgewebe sowie aus Tumorgewebe
(Tu). Es ist jeweils der Mittelwert angegeben.

Der Anteil an Epithelzellen mit einer Trisomie 8 leacht und stark entziindlichen Bronchusgewebe
blieb im Verlauf der Passagen ungefahr gleich H@dbildung 56). Im Tumorgewebe blieben die
Epithelzellen mit einer Trisomie 8 von PO nach Bfh&chst auf ahnlichem Niveau und fielen dann

in P2 tendenziell ab.
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Abbildung 56:

Epithelzellen mit einer Trisomie 8 in Prozent allgpithelzellen in Zellkulturen in Passage O bis
Passage 2 aus leicht (Ble) und stark (Bse) entrlnath Bronchusgewebe sowie aus Tumorgewebe
(Tu). Es ist jeweils der Mittelwert angegeben.
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Der Anteil an Nichtepithelzellen mit einer Trisonieoder 8 zeigte im Verlauf der Passagen kaum
Schwankungen (Abbildungen 57 und 58). Die Nichtegellen mit einer Trisomie 7 fielen in allen
drei Geweben von PO nach P1 diskret ab. In P2 waan der Anteil der Nichtepithelzellen mit einer
Trisomie 7 des leicht und stark entziindlichen Bhusgewebes weiter leicht gesunken, wobei im

Tumorgewebe ein geringer Anstieg der NichtepitHidmamit einer Trisomie 7 zu verzeichnen war.

Die Nichtepithelzellen mit einer Trisomie 8 blieben leicht entziindlichen Bronchusgewebe und
im Tumorgewebe im Verlauf der Passagen auf ahnfichéiveau. Im stark entzindlichen
Bronchusgewebe fielen die Nichtepithelzellen vonnaéh P1 leicht ab, um dann von P1 nach P2
wieder anzusteigen. In P2 waren dann die WerteligiNichtepithelzellen mit einer Trisomie 8 in

allen Geweben nahezu gleich hoch.

Signifikante Unterschiede zwischen den einzelness&gen ergaben sich weder fur Epithel- noch

fur Nichtepithelzellen.
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Abbildung 57:

Nichtepithelzellen mit einer Trisomie 7 in Prozeaiter Nichtepithelzellen in Zellkulturen in
Passage 0 bis Passage 2 aus leicht (Ble) und(8sek entziindlichem Bronchusgewebe sowie aus
Tumorgewebe (Tu). Es ist jeweils der Mittelwert aggben.
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Abbildung 58:

Nichtepithelzellen mit einer Trisomie 8 in Prozeadter Nichtepithelzellen in Zellkulturen in
Passage 0 bis Passage 2 aus leicht (Ble) und(8sek entztindlichem Bronchusgewebe sowie aus
Tumorgewebe (Tu). Es ist jeweils der Mittelwert eggben.

4.5 Zentrosomamplifikation

Nach der immunzytochemischen Farbung mit dem Anpéd gegeny-Tubulin und einer
nachfolgenden FISH gegen Chromosom 8 zur BestimnaasgPloidiegrades war die numerische
Auswertung der Zentrosomen bei diploiden und tédrdpn Zellen méglich (Abbildungen 12 und
13, Seite 37, Abbildungen 15 und 16, Seite 38 uhdsBwie Abbildungen 18 bis 22, Seiten 39 bis
41).

Im leicht entziindlichen Bronchusgewebe fanden sicber diploiden Zellfraktion im Mittel bei
4,1% der Zellen mehr als zwei Zentrosomen (1,8BRs%) (Abbildung 59). Der htéchste Anteil an
diploiden Zellen mit amplifizierten Zentrosomen diasich bei den Féllen 12 und 27 mit 7,4 bzw.
8,4 %. Im stark entztiindlichen Bronchusgewebe ladvittelwert der diploiden Zellen mit mehr als
zwei Zentrosomen bei 4,5 % (0,5 bis 10,0 %). Hageh ebenfalls bei zwei Fallen (Félle 15 und 16)
die héchsten Werte mit 8,4 und 10,0 % vor. Im Tugearebe zeigte sich ein Anteil von 3,0 %
diploiden Zellen mit mehr als zwei Zentrosomen (0i% 11,6 %). Dabei fand sich bei Fall 21 der
hochste Wert von 11,6 %. Die Rate an diploiden efelmit amplifizierten Zentrosomen im

Tumorgewebe lag tendenziell niedriger als im leigid stark entziindlichen Bronchusgewebe.

Bei den tetraploiden Zellen lag der Anteil an Zellmit mehr als zwei Zentrosomen im leicht

entziindlichen Bronchusgewebe bei 32,7 % (7,7 bj8 %j. Der Maximalwert fand sich bei Fall
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12. Im stark entzindlichen Bronchusgewebe fandem isn Mittel 39,8 % tetraploide Zellen mit
amplifizierten Zentrosomen (0,0 bis 71,4 %). Dechigie Wert von 71,4 % fand sich bei drei Féllen
(Falle 15, 16 und 21). Beim Tumorgewebe lag dereAmn tetraploiden Zellen mit mehr als zwei
Zentrosomen bei 33,9 % (2,7 und 72,0 %). Hier traie maximalen Werte von 60,0 bzw. 72,0 %
bei den Fallen 10 und 20 auf.
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Abbildung 59:

Diploide und tetraploide Zellen mit mehr als zweanfrosomen in Prozent aller diploiden bzw.
tetraploiden Zellen in Zellkulturen aus leicht (Blend stark (Bse) entziindlichem Bronchusgewebe
sowie aus Tumorgewebe (Tu). Es ist der MittelwattStandardfehler des Mittelwertes angegeben.
*p < 0,05 vs. tetraploide Zellen mit mehr als zwéentrosomen im leicht entzindlichen
Bronchusgewebe, #p < 0,05 vs. tetraploide Zelleh mmehr als zwei Zentrosomen im stark
entziindlichen Bronchusgewebe, +p < 0,05 vs. taiid@lZellen mit mehr als zwei Zentrosomen im
Tumorgewebe. n = Anzahl der Falle.

w
o

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass soweinh leicht und stark entzindlichen
Bronchusgewebe als auch beim Tumorgewebe signtfikerehr tetraploide Zellen mit

amplifizierten Zentrosomen vorlagen als diploiddetemit amplifizierten Zentrosomen.

Im Vergleich der Gewebe untereinander ergabenksote signifikanten Unterschiede.
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4.6 Multipolare Mitosen

Bei der Analyse der Praparate mit Zentrosom-Farbwogden auch vorhandene multipolare
Mitosen gezéahlt (Abbildung 60, Abbildungen 17 ur@] $eite 39, sowie Abbildung 22, Seite 41).

Abbildung 60:

Fluoreszenzmikroskopische A#hme einer tetrapolaren Mitc
mit acht Kopien des Chromosoms 7 (€{Bot), von denen
zwei zu einem Pol wandern. Die DNA ist DAgegengefarl
(blau).

In den Zellkulturen aus leicht entziindlichem Bramdrewebe fanden sich multipolare Mitosen in 2
von 7 Fallen (28,6 %) (Abbildung 61). Im stark e@mtdlichen Bronchusgewebe wurden in 5 von 7
Fallen (71,4 %) multipolare Mitosen detektiert. Batanden sich bei Fall 16 zwei und bei Fall 17
drei multipolare Mitosen. Im Tumorgewebe lagen®ebn 12 Fallen (50,0 %) multipolare Mitosen

vor. Hier fanden sich bei Fall 21 zwei multipol&i@osen.

3 3 A 3 -
2 - 2 - A 2 A
14 a A 14 A a A 14 2 a a A A

—T iy | R S R T T T T T
1011 12 19 2427 30 1415 16 17 2021 22 1011 12 14 1516 1719 20 21 22 24 Fall
Ble Bse Tu
Abbildung 61:

Anzahl multipolarer Mitosen in Zellkulturen aus dei (Ble) und stark (Bse) entzuindlichem
Bronchusgewebe sowie aus Tumorgewebe (Tu).
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5 Diskussion
5.1 Diskussion der Methoden

5.1.1 Zellkultivierung

Nach Erhalt der Gewebeproben aus dem OP wurderinaikegenden Studie immer ein Teil der
Probe histopathologisch untersucht. Damit konntedea Proben aus der Bronchialschleimhaut
zum einen die Beurteilung des Entziindungsgradedgerf, zum anderen konnte eine Infiltration
mit Tumorgewebe ausgeschlossen werden, was mogliels® zum Anzichten von Tumorzellen
gefuhrt hatte. Beim Tumorgewebe konnte damit biggtéterden, dass in der Probe auch wirklich

Tumorgewebe vorlag.

Die Methode der Zellkultur wurde gewahlt, um dukkpansion Zellen in ausreichender Zahl fur
die nachfolgende Analytik zu erhalten. AuRerdem emrfiir die nachfolgenden Untersuchungen
notwendig, dass die Zellen einschichtig vorlagemsvdie Auswertung der Fluoreszenzsignale
bezogen auf die einzelne Zelle erst moglich madB&.der Untersuchung von Gewebeschnitten
tritt das Problem auf, dass die Fluoreszenzsignalet eindeutig einer Zelle zugeordnet werden
konnen, da die Zellen Ubereinanderliegen und digketee sich Uberlappen. Das Modell der
Zellkultur hat weiterhin den Vorteil, dass man baditen kann, wie sich der Anteil der einzelnen

Zellpopulationen im Verlauf der Passagen veréndert.

Zur Kultivierung der unterschiedlichen Zelltypen saBronchus- und Tumorgewebe wurde
DMEM/HAM’s F12-Medium ausgewahlt. Hierbei handelk sich um ein Medium, das keinen
Wachstumsvorteil fur einen Zelltyp erwarten laddin die Kulturbedingungen zu optimieren,
wurde dem Medium 10 % FCS zugesetzt. Das Wachsaurgpithelzellen wurde durch Zusatz von
0,1 % EGF (epidermaler Wachstumsfaktor) und 0,2 ydrétortison unterstitzt. Insgesamt waren
im Grof3teil der Zellkulturen ausreichend Epithdizel fir die nachfolgenden Untersuchungen
vorhanden. Dies wurde mitunter erreicht, indem d@ithelzellen durch das selektive
Abtrypsinieren der Fibroblasten, die im Verlauf deassagen die Epithelzellen verdrangten,

angereichert wurden.
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Die Proben wurden unter sterilen Kautelen im OP ageven und weiterverarbeitet. Um eine
Kontamination der Zellkulturen durch eine poteméiel primare Keimbesiedelung der
Gewebeproben zu verhindern, wurde dem Medium dabidhkagemisch Penicillin/Streptomycin
hinzugefiigt. Damit wurde erreicht, dass es in delieagenden Untersuchung keine Ausfélle durch

bakterielle Kontamination der Zellkulturen gab.

Ein sehr ahnliches Zellkulturmodel wurde von Lealetzur Kultivierung von Lungentumor- und

nichtmalignem Lungengewebe verwendet (Lee et &7)L9

Durch den Kollagenaseverdau wurden die Gewebe niolistandig in Einzelzellen zerteilt.

Einzelne Zellverbande verblieben, die dann auciWatbdnde anwuchsen.

Da immer Zellen in PO direkt auf Objekttragern kidtrt und anschliel3end fixiert wurden, waren

diese Zellen kaum Veranderungen durch die Kultingrunterworfen.

Im Verlauf der Passagen stieg die Anzahl der t&grdgn Epithelzellen in den Zellkulturen aus den
entziindlichen Bronchusgeweben an. Tetraploide Zekénnen entstehen, wenn die Zelle
unginstigen Bedingungen ausgesetzt ist. DieserZsiiel moglicherweise widerstandsfahiger und
kdnnen eine hohere Proteinsynthese zeigen (Gahéh Rafstad et al. 1996, Bellamy et al. 1997).
Geht man davon aus, dass die Zellkultur-Bedingungjan die Zellen aus entzindlichem

Bronchusgewebe eventuell nicht ganz optimal wakémnte dies die Zunahme der tetraploiden

Zellen in diesen Kulturen erklaren.

Weiterhin wurde gezeigt, dass in Kulturen von geésun Keratinozyten, die mit allogenen
Lymphozyten inkubiert wurden um eine Entzindungnaitieren, im Laufe der Zellkultur zunachst
die Anzahl an tetraploiden Zellen und dann dieAtezuploiden steigt (Sloand et al. 2010). Auch in
der vorliegenden Untersuchung nahm die Anzahl au@loiden Epithelzellen in den entziindlichen

Bronchusgeweben im Verlauf der Passagen zu.

Im Gegensatz hierzu fiel in den Zellkulturen ausmbugewebe vor allem die Anzahl an
aneuploiden Epithelzellen im Verlauf der Passagamdnziell ab. Moglicherweise sind diese
aneuploiden Zellen weniger widerstandsfahig gegeniiicht optimalen Zellkulturbedingungen.
Zum anderen konnen durch weitere mitotische Zkihgen, die wegen einer Zentrosom-

amplifikation h&aufig multipolar sein kdnnen, Tocdt#ellen entstehen, die auf Grund der
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Fehlverteilung von Chromosomen oder weiterer Chsonenverluste nicht mehr lebensfahig sind
(Vitale et al. 2010).

Testa et al. diskutierten 1997, dass eine isoliérigomie 7 in Zellkulturen von nichtkleinzelligen
Bronchialkarzinomen ein Artefakt und nicht reprdat@m fir das Tumorgewebe sei. Sie
argumentierten, dass eine Trisomie 7 auch in Kattuvon nichtmalignem Lungen- und
Nierengewebe nachgewiesen werden konnte (Testa E29¥). Aber Crowell et al. konnten 1996
zeigen, dass sich im Vergleich von unkultivierterellegh aus Burstenabstrichen des
Bronchialepithels zu Zellen in P1, 4 und 7 keingddschiede in der Haufigkeit einer Trisomie 7
ergaben (Crowell et al. 1996). Ebenso konnten nisciee Aberrationen fir Chromosom 7 durch
Zojer et al. an Paraffinschnitten und durch Liuaktin Zellsuspensionen nachgewiesen werden
(Zojer et al. 2000, Liu et al. 2012). In der vogenden Untersuchung war die Haufigkeit der
Nichtepithelzellen mit einer Trisomie 7 im Lauferd®assagen kaum Schwankungen unterworfen.
Bei den Epithelzellen fand sich, mit Ausnahme eitegglenziellen Anstiegs der Zellen mit einer
Trisomie 7 fur das stark entzindliche Bronchusgemein PO nach P1, ein tendenzielles Absinken
im Zuge der Passagen, so dass ein Effekt durch Z##kultur insgesamt betrachtet

unwahrscheinlich erscheint.

5.1.2 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Um den Ploidiegrad der kultivierten Zellen zu bestien, wurde die Technik der Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung verwendet. Die Zellkerne wurdenvor durch die Behandlung mit einer
hypotonen Kaliumchlorid-Losung vor dem Fixieren gelen, damit sie und damit die Ziel-DNA,

fur die DNA-Sonden besser zuganglich wurden.

Ziel war es, die Anzahl bestimmter Chromosomen inem Interphasekern verlasslich zu
bestimmen. Deswegen wurden Sonden gegen DNA-Seguender entsprechenden
Zentromerregionen verwendet und keine Sonden, dgery Gene gerichtet sind, die auf den
Chromatiden liegen. Im Zellzyklus werden bereitslar S-Phase die Chromatiden verdoppelt, was
fur Gene, die dort lokalisiert sind zur Folge tddss sie in der S- und G2-Phase schon in doppelter
Zahl vorliegen. In Interphasekernen kénnen dieses@m jedoch morphologisch nicht von der GO-
oder G1-Phase unterschieden werden. Mit Zentroraedé&h umgeht man dieses Problem, da die

Chromatiden auch nach ihrer Verdopplung in der &sBhnoch weiter Uber das Zentromer
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verbunden sind. Das markierte Zentromer des ausg@mdChromosoms ist bis zur G2-Phase als
ein distinkter Punkt und dann in der G2-Phase ahte@nes Signals, bestehend aus zwei direkt
aneinanderliegenden Punktee®( ), zu erkennen. FirAdszéhlung der Signale hatte das zur
Folge, dass zwei nebeneinander liegende Signatedarsn als zwei gezahlt wurden, wenn ihr

Abstand gro3er war als ein Fluoreszenzsignal (Qiggr 1999).

Um den Ploidiegrad verlasslich bestimmen zu kénmenden die Zellen mit zwei DNA-Sonden,
die gegen die Zentromerregion zweier unterschibdtiicChromosomen gerichtet waren, simultan
hybridisiert. Damit wurde es sehr unwahrscheinladss der Ploidiegrad auf Grund einer Poly- oder
Monosomie eines einzelnen Chromosoms falsch bedtimnde. Es wurden DNA-Sonden gegen
die Zentromerbereiche von Chromosom 7 und 8 simulgbridisiert. Durch die beiden
unterschiedlichen Detektionssysteme Digoxigeninidigbxigenin (Kessler 1991) mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Cy¥ und Streptavidin-Biotin (Chollet und Kawashima %P8mit dem
Fluoreszenzfarbstoff FITC war die eindeutige nuswre Bestimmung der Chromosomen 7 und 8
maoglich (Hopman et al. 1986). Da eine Trisomie ¥ hBufige genetische Veranderung bei
Bronchialkarzinomen beschrieben wurde (Lee et 2871 Crowell et al. 1996, Zojer et al. 2000),
konnte gleichzeitig Uberprift werden, ob in deneusiichten Geweben eine Trisomie 7 gehauft

auftrat.

Im Vergleich mit durchflusszytometrischen Verfahi@#ACS: fluorescence activated cell sorting)
hat die simultane FISH mit zwei Zentromersondenegegwei unterschiedliche Chromosomen
Vorteile. Zum Ersten kann der Ploidiegrad direktt dem Stadium der Zelle im Zellzyklus
korreliert werden. Damit wird auch eine Zelle, diee DNA in der S-Phase bereits verdoppelt hat
und damit den vierfachen DNA-Gehalt tragt (4N),hilschlicherweise als tetraploid gewertet.
Zum Zweiten kann die Chromosomenzahl pro Zellkeestimmt werden, was bei der FACS-
Analyse nicht moglich ist: Bei der FACS-Analyse kamine Zelle mit dem DNA-Gehalt 4N
entweder einen tetraploiden Zellkern oder zweialge Zellkerne enthalten. Zum Dritten konnte
der FISH eine immunzytochemische Fluoreszenzfarbrorgngestellt und entweder Zytokeratin
(Abbildung 10, Seite 33, Abbildung 23, Seite 41 mowbbildung 24, Seite 42) odegrTubulin
(Abbildungen 12 und 13, Seite 37 sowie Abbildun@érbis 22, Seite 38 bis 41) angefarbt werden.
Dabei musste die Stabilitdt der Antikdrperbindureyvghrleistet sein, damit die Farbintensitaten

wahrend und nach der FISH qualitativ gleichwertigatten bliebenZum Vierten ist es mit der
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FISH madglich, unterschiedliche Mitose-Typen (Abbitdyen 17 und 18, Seite 39, Abbildung 22,
Seite 41 sowie Abbildung 60, Seite 72) und -Phagdbildungen 13 und 14, Seite 37 sowie
Abbildung 15, Seite 38) zu beurteilen. Zum Funfi@mnten lokale Anhaufungen (Cluster) von
Zellen besser erkannt werden (Abbildungen 24 undaie 42).

5.1.3 Immunzytochemische Farbung

Der Antikérper zur immunzytochemischen Farbungklaithelzellen aus Bronchialschleimhaut und
Tumorgewebe wurde auf Grund der in diesen Gewelesnhiebenen Zytokeratinen (Moll et al.

1982) ausgewahlt. Vier der Zytokeratine der Broalswhleimhaut und zwei der Zytokeratine des
Bronchialkarzinomgewebes waren in dem verwendetetikdrper-Gemisch AE1/AE3 vorhanden

(Tabelle 3, Seite 27). Durch die Anfarbung der Kgratine waren die Epithelzellen eindeutig von
den Ubrigen Zelltypen zu unterscheiden. Die inali&udie untersuchten Tumoren sind epitheliale,
bdsartige Tumoren, das heil3t, sie entstehen alenZd¢s Epithels. Durch die Zytokeratinfarbung
konnten die Epithelzellen gesondert untersucht ererdei den Zellen ohne Zytokeratinfarbung,
den "Nichtepithelzellen", handelte es sich Uberem®hy um Fibroblasten, basierend auf der

lichtmikroskopischen Betrachtung der Zellmorphobogn Zuge der Zellkultivierung.

Um das Zentrosom immunzytochemisch anzufarben, evand Antikorper gegegTubulin, eines
von zahlreichen Zentrosomproteinen, verwendet.Adiimitat von antiy-Tubulin ist ausschlief3lich
auf das Zentrosom beschrankt. Es bindet dararie@n Bhasen des Zellzyklus (Joshi et al. 1992), so
dass das Zentrosom damit immunzytochemisch mamkenden kann (Stearns et al. 1991, Zheng et
al. 1991). Das zytosolischgTubulin wird durch die Immunfluoreszenzfarbunghticlargestellt
(Moudjou et al. 1996). Das Zentrosom besteht ausei zaylinderférmigen, senkrecht
zueinanderstehenden Zentriolen, die aus in neyieisiangeordneten Mikrotubuli aufgebaut sind.
Das éaltere Zentriol ("Mutterzentriol") ist an derstdlen und subdistalen Anhangseln zu erkennen
(Nigg und Stearns 2011) (schematische Zentrosotedlarsy in Tabelle 4, Seite 36). Die Zentriole
werden von dem perizentriolaren Material umgebandiéser Zentrosommatrix liegt auch das
Tubulin. y-Tubulin ordnet sich zusammen mit weiteren Proteina einer Ringstruktur an, dem
sogenannten-Tubulin-Ringkomplex, von dem ausgehend sich dikrdtubuli bilden (Zheng et al.
1995).
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Die Bestimmung der Zentrosomanzahl auf Grund yWé&ubulin-Fluoreszenz-Signale nach der
immunzytochemischen Farbung erfolgte nach den nabogischen Grundlagen, wie sie 1998 von

Dictenberg et al. formuliert wurden (Dictenbergkt1998).

In der GO- bzw. G1-Phase des Zellzyklus liegt dast@ddsom nur einmal in der Zelle vor. Durch die
y-Tubulin-Farbung wird das Zentrosom als zwei direkbeinanderliegende Punkte, als
"Doppelpunkt”, dargestellt. Die Verdopplung des Zesoms beginnt in der spaten G1- bzw. frihen
S-Phase. Dabei lockert sich die Verbindung der dreidentriole und an der Basis eines jeden
Zentriols beginnt sich ein neues auszubilden (Nigg Stearns 2011). Durch das weitere Wachstum
des neuen Zentriols und damit des Zentrosoms wédhosr S- und G2-Phase werden die
Fluoreszenzsignale intensiver, liegen jedoch wattieekt aneinander. Erst in der Prophase der
Mitose sind zwei Zentrosomen durch das Auseinanaledern der beiden Zentrosomsignale zu
erkennen. Da wéhrend der Mitose durch die vergdikiiagerung vory-Tubulin die Signale sehr
intensiv sind (Khodjakov und Rieder 1999), kbnn&ink "Doppelpunkte” mehr erkannt werden
und ein Zentrosom entspricht einem hellen Punksst En der Telophase sind die beiden
Zentrosomen wieder als "Doppelpunkte” zuerkennerallen Phasen - aulRer der Pro-, Meta- und
Anaphase - sind zwei eng beieinander liegende Bualkb mit einem Zentrosom gleichbedeutend
(Abbildungen 12 und 14, Seite 37). In der Pro-, Meind Anaphase ist das Zentrosom auf Grund
der starkeny-Tubulin-Anreicherung nur als ein heller Punkt zhen (Tabelle 4, Seite 36 und
Abbildung 13, Seite 37).

Bei der Auswertung wird davon ausgegangen, dass atelzweiy-Tubulin-Signale in Interphase-
Zellen eine Zentrosom-Vermehrung beschreiben (Dideg et al. 1998). Aul3erdem wird
angenommen, dass jedes durch wTtubulin angefarbte Zentrosom regulare Spindelrbidden
kann (Joshi et al. 1992).

5.1.4 Mikroskopische Quantifizierung

Zur Bestimmung des Tetra- und Aneuploidiegrades Zdtkulturen wurden die Objekttrager
maanderférmig durchmustert. Die tetra- und anedploiZellen traten teilweise lokal gehauft in
"Clustern" auf. Trotz dieser Tatsache konnte duegie ausreichende Anzahl an ausgezahlten
Zellen, namlich mindestens je 200 Epithel- und Rk&pithelzellen, von verlasslichen Werten

ausgegangen werden.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde der Tetra- und Aneuploidabrvon Zellkulturen aus leicht und stark
entziindlichem Bronchusgewebe sowie aus Bronch@h@mgewebe mit Hilfe einer simultanen
FISH gegen Chromosom 7 und 8 bestimmt. Dabei wumlgch einer immunzytochemischen
Zytokeratin-Farbung die Epithel- und Nichtepithdlze getrennt betrachtet. Weiterhin konnte nach
einer immunzytochemischen Farbung vgATubulin eine Zentrosomamplifikation mit dem

Ploidiegrad korreliert werden.

Ein Nachteil dieser Arbeit ist, dass kein histosmii komplett normales Gewebe zum Vergleich
vorlag. Der Versuch, gesundes Bronchusgewebe adsskopisch gewonnenen Biopsien von
Patienten ohne Tumor zu gewinnen, scheiterte zuranean der zu geringen Gewebemenge, die
gewonnen werden konnte, zum anderen war aus denthghke Grund keine direkte
histopathologische Untersuchung und somit keinert8dung der Entziindung mdglich. Da bei
diesen Patienten haufig chronisch entziindliche &onatkrankungen vorliegen, hielten wir dies

jedoch fir unabdingbar.

5.2.1 Tetra- und Aneuploidie

Es gilt als allgemein anerkannt, dass auf dem Weg Ehtstehung von Bronchialkarzinomen
morphologische Verdnderungen auftreten. Diese Baghlzellhyperplasie, Metaplasie, Dysplasie
und Carcinoma in situ (Auerbach et al. 1961, Saecanet al. 1974, Smith et al. 1996).

Der Aneuploidiegrad scheint im Verlauf dieses Pssee zuzunehmen (Sennerstam et al. 1989).
Dabei wurde das Auftreten der Aneuploidie erstrbaisn Ubergang von Hyperplasie zu Dysplasie
beschrieben. In der vorliegenden Untersuchungrtrateeuploide und tetraploide Zellen bereits im

Stadium der Entziindung auf.

Im leicht entziindlichen Bronchusgewebe fanden gidAO im Mittel 4,0 % tetraploide und 5,1 %
aneuploide Epithelzellen, das bedeutet fur Zellkelh unauffallige Werte (Therman und Susman
1993).

Im stark entztindlichen Bronchusgewebe fanden sacin 6,3 % tetraploide und 6,7 % aneuploide

Epithelzellen. Im Tumorgewebe traten deutlich héhéferte auf: 15,6 % tetraploide und 25,6 %
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aneuploide Epithelzellen. Hierbei war der Anteit 8cht-Tetraploiden innerhalb der Aneuploiden

im Vergleich zu den beiden Gruppen des entzundii&@enchusgewebes deutlich angestiegen.

Bei den Nichtepithelzellen lagen die Mittelwertewsdl fir die tetraploiden, als auch fiur die
aneuploiden Zellen bei allen drei Geweben deutlicter 5 %, dem Wert, der fir Zellkulturen noch
als normal angesehen wird. Bronchialkarzinome eh&st aus epithelialen Zellen. Zusammen mit
der Beobachtung, dass eine erhdhte Tetra- und Amidigrate in der vorliegenden Studie nur bei
den Epithelzellen auftrat, spricht dies dafur, daés Epithelzellen auch die fir zukinftige

Untersuchungen relevanten Zellen sind.

Mit der Progression der Entzindung nahm die Anzahltetraploiden Epithelzellen zu. Im
Tumorgewebe waren dann die tetra- und vor allemadeuploiden Epithelzellen noch zahlreicher
zu finden. Smith et al. beschrieben 1996, dasslerizunehmenden morphologischen Veranderung
des Bronchusgewebes von Hyperplasie Uber Dysplasie Carcinoma in situ zum invasiven
Karzinom die Aneuploidisierungsrate zunimmt (Snathal. 1996). Dies wird durch die vorliegende

Arbeit unterstttzt, da sich im Tumor die hochstéeRan aneuploiden Zellen fand.

Wichtig ist aber vielmehr, dass bereits im entzinm#in Gewebe eine erhéhte Anzahl tetraploider

Zellen nachweisbar war.

Normalerweise sind Saugetierzellen diploid (2N)trdgloide (4N) oder héher polyploide Zellen
(> 4N) kdnnen entstehen, wenn ein Gewebe einehegh®Belastung ausgesetzt ist. Physiologische
Beispiele sind Trophoblast-Riesenzellen (Ullah let2@08), Megakaryozyten (Ravid et al. 2002,
Gao et al. 2012) und Hepatozyten (Guidotti et @03 Davoli und de Lange 2011). Als Reaktion
auf pathologische Situationen entstehen polypldieéen zum einen bei der Geweberegeneration,
wie zum Beispiel bei der Wundheilung (Oberringeakt1999), nach Myokardinfarkt (Meckert et
al. 2005) oder nach partieller Hepatektomie (Laudbienchi et al. 2006). Zum anderen entstehen
polyploide Zellen bei Geweben, die einer erhthteristhen oder mechanischen Belastung
ausgesetzt sind (Vliegen et al. 1995, Hixon e2@00, Gorla et al. 2001). Dabei werden Vorteile
der polyploiden Zelle wie schnelleres Wachstum, enéh Biosyntheseleistung und grol3ere

genetische Variabilitat diskutiert.
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Es sind drei Mechanismen beschrieben, durch digpfmtie Zellen in einem ansonsten diploiden
Organismus entsteheBndoreplikation als physiologischer Teil der Entwicklungellfusion und

abortiver Zellzyklus, bedingt durch unterschiedliche Defekte.

Bei der Endoreplikation werden zwei Formen unterschieden. Beidozyklen werden S-Phase,
wahrend der die DNA verdoppelt wird, und G-Phaseraierend wiederholt, ohne dass eine Mitose
dazwischen geschaltet ist. Endozyklen zeigen kKierenzeichen einer Mitose (Fox und Duronio
2013). Die zweite Form der Endoreplikation ist Hiedomitose Dabei wird eine abortive Mitose
ohne Zellteilung durchlaufen. Danach tritt die 2eflrneut in eine S-Phase ein (Ullah et al. 2009,
Fox und Duronio 2013).

Sehr gut untersuchte Beispiele sind die TropholRassenzelle, die durch einen oder mehrere
Endozyklen entsteht (Ullah et al. 2008) und Meggdayten, die durch Endomitose entstehen

Hierbei durchlaufen die Zellen die Anaphase niabmnglett, so dass die neue Kernmembran alle
getrennten Chromosomen umschliel3t und ein polylettet Kern entsteht (Ravid et al. 2002, Gao
et al. 2012). Auch polyploide Hepatozyten konnencduEndoreplikation entstehen. Dabei bleibt
die Zytokinese aus, wodurch zunachst eine tetrdpldelle mit zwei diploiden Zellkernen und zwei

Zentrosomen entsteht. Durch "Clustern" der Zentremo entsteht eine bipolare Spindel und es

entstehen in der Folge mononukleére tetraploide smfgar oktoploide Zellen (Guidotti et al. 2003).

Bei der Zellfusion entstehen durch Verschmelzung mehrkernige polgplaZellen. Beispiele
hierfir sind Hepatozyten (Davoli und de Lange 20Q1%kelettmuskelzellen (Kitzmann und
Fernandez 2001) und Osteoklasten (Vignery 2000)inees der Zelle, eine bipolare Spindel
aufzubauen und eine bipolare Mitoseduuchlaufen, konnen aus doppelkernigen Zellen, olien
bei der Endoreplikation beschrieben, im weiteremlaté wieder mononukleare, polyploide Zellen

entstehen (Storchova und Pellmann 2004).

Bei dem dritten Mechanismus, deabortiven Zellzyklus, wird die Mitose zu verschiedenen
Zeitpunkten durch unterschiedliche Defekte wahrded Zellteilung abgebrochen. Solche Defekte
konnen die DNA-Replikation oder -Reparatur (Ganemn a 2007), das Trennen der
Schwesterchromatiden (Shi und King 2005), die Sglindktion und die Zytokinese betreffen
(Storchova und Pellmann 2004). Durch diese Defeldeden Checkpoints aktiviert, die das
Fortschreiten des Zellzyklus blocken und in mandr@len eine Apoptose auslosen. Es kann aber

auch nur zu einer vorubergehenden Verzégerung diézyklus kommen (Elledge 1996) und die
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Zelle kann dann, trotz des weiterbestehenden Fehden Checkpoint umgehen (Andreassen et al.
1996, Lanni und Jacks 1998, Ganem et al. 2007 cIibdie abgebrochene Mitose entstehen dann je
nach Zeitpunkt des Abbruchs ein- oder mehrkernigéyploide Zellen (Storchova und Pellmann
2004, Storchova und Kuffer 2008, Davoli und de l&a211). Im Unterschied zur Endoreplikation
handelt es sich hierbei um einen abgebrochenemngfiordiniert verlaufenden Zellzyklus, der in

pathologischen Situationen auftritt (Storchova Eretimann 2004).

In der vorliegenden Untersuchung wurde im entzi¢gheéin Bronchusgewebe eine erhéhte Anzahl an
tetraploiden Zellen gefunden, was die Vermutungenalgt, dass auch die chronische Entziindung
eine Belastung fir die Zelle darstellt, an dies@ durch Tetraploidisierung adaptiert. Dies wird
durch die Ergebnisse der Untersuchung von Sloaad ehterstitzt, in der eine signifikante Anzahl
an tetraploiden Zellen in von Graft-versus-Hostdaise (GvHD) betroffenen Stellen der
Wangenschleimhaut gefunden wurden. Ebenso konntean& et al. zeigen, dass in einem
Zellkulturmodell von gesunden Keratinozyten, bemdeine Entzindung durch Inkubation mit
HLA-mismatched allogenen Lymphozyten imitiert wurddie Anzahl an tetraploiden Zellen
ansteigt (Sloand et al. 2010).

In entziindeten Bereichen ist das Gewebe oxidatiseass ausgesetzt, was die Bildung tetraploider
Zellen auslésen kann, wie es im Lebergewebe gereigie (Marnett 2012). Diese tetraploiden
Zellen haben dann generell ein hohes Risiko aneliplowerden. Fur diesen Weg spricht, dass 70
bis 80 % der Lungenkarzinome Karyogramme mit einegar-triploiden bzw. near-tetraploiden
DNA-Gehalt aufweisen (Masuda und Takahashi 2002).

Allerdings wird ebenfalls diskutiert, dass es duddh freien Sauerstoffradikale in der Entztindung
zu einer direkten DNA-Schadigung und dariber zddusig von aneuploiden Zellen ohne den
Zwischenschritt einer tetraploiden Zelle kommt. Bd® konnte die Belastung der
Bronchialschleimhaut mit exogenen Noxen, die zunsel im Zigarettenrauch vorkommen, eine
direkte DNA-Schadigung auslésen. Die Theorie deéldfcancerization* (Slaughter et al. 1953,
Heyne et al. 1992, Sagman et al. 1992) geht dansndass das gesamte Bronchialepithel von einer
inhalativen Noxe mutagenisiert wird. Es wurden paligme L&sionen haufig und multifokal im
respiratorischen Epithel von Rauchern gefunden i#ach et al. 1961). Diese pramalignen

Lasionen zeigten bereits genetische Auffalligkeiteler sind vor allem Verluste auf 3p, 9p und
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Veranderungen vorP53 zu nennen. Andererseits wurden aber auch in bgiggdh normalem

Bronchusgewebe genetische Auffalligkeiten gefun@eistuba 2007).

Von Hanselmann und Oberringer wurde 2001 die Hygs®haufgestellt, dass wenn karzinogene
Substanzen zu niedrig dosiert auftreten um einealyirtese direkt auszuldsen, die betroffene Zelle
mit einer Nekrose reagiert. Diese Nekrose fuhrtindam einer lokalen Inflammation, die dann das

Entstehen von tetraploiden Zellen auslésen kanngelamann und Oberringer 2001).

Aul3er der mutagenisierenden Wirkung verursachtadigltende Belastung des Bronchialgewebes
mit Zigarettenrauch eine chronische Entzindungsimakdurch physikalische und chemische
Reize, die zur Tumorentstehung fihren kann. DieomiBche Entzindungsreaktion fordert
Proliferation, Uberleben und Migration epithelialZellen und filhrt zu GefaRneubildung, was

insgesamt die Tumorentstehung unterstitzt (Cousseh¥Verb 2002).

Die proinflammatorischen Zytokine MIF (Makrophagagmation inhibierender Faktor; Hudson et
al. 1999) und Interleukin-6 (IL-6; Yonish-Rouachat1991) kdnnen das Tumorsuppressoged
inaktivieren. Der zeitweilige Verlust dé¥53-Funktion wéhrend der akuten Entziindungsreaktion
kann von Vorteil sein, um die lokale Zellprolifamat und Gewebereparatur zu ermdéglichen. 1L-6
gehort zu den Zytokinen, die eine proangiogene ant-apoptotische Wirkung haben, was
ebenfalls das Tumorwachstum unterstitzt (O'Callagitaal. 2010). Erhdhte IL-6-Spiegel wurden
auch im induzierten Sputum von Patienten mit COEBufg 2001) und in der Darmschleimhaut
von Patienten mit entziindlicher Darmerkrankung g$Myama et al. 1991) gefunden, beides Formen

einer chronischen Entziindung, die mit einem erhibKerzinomrisiko einhergehen.

Es wurde beschrieben, dass Zigarettenrauch dieeBsion des Transkriptionsfaktors NB; der
eine zentrale Rolle in allen Stadien der Inflamoratspielt, erhéht und dartber eine Entziindung
des Lungengewebes und die Entstehung von Lungentuimnamislost (Stathopoulos et al. 2007, Lee
G et al. 2009). NRB induziert die Expression von anti-apoptotisched angiogenen Faktoren,
sowie von Wachstumsfaktoren (Karin 2009). Ebensa W63 durch NFkB gehemmt (Gudkov et
al. 2011).

Uber den Weg deP53-Inaktivierung in der Entziindung konnte das Auéiretvon tetraploiden
Zellen ermdglicht werden, die sonst durch den beslsbnenP53-abhangigen Kontrollpunkt in der
G1-Phase arretiert wirden (Andreassen et al. 2B0dgl et al. 2002, Margolis et al. 2003). Die
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Existenz dieses "Tetraploidiekontrollpunktes" waiterdings kontrovers diskutiert und von einigen
Autoren angezweifelt (Uetake und Sluder 2004, Wiang) Stearns 2005).

Fujiwara et al. zeigten, dass aus tetraploideredglilie inP53-defiziente Nacktméause implantiert

werden, Tumoren entstehen (Fujiwara et al. 20085 BEntstehen tetraploider Zellen ist als friher
Schritt der Tumorgenese bereits beschrieben untdgghBildung von aneuploiden Zellen voraus
(Shackney et al. 1989). Dies wird durch Untersugennam Barrett-Osophagus (Rabinovitch et al.
1989, Galipeau et al. 1996) und der Cervix (Hesgémeet al. 1996, Olaharski et al. 2006)
unterstitzt und konnte auch im Tiermodell (Levirteaé 1991, Cross et al. 1995) sowie an

Zelllinien gezeigt werden (Andreassen et al. 12081).

Die Hypothese, dass tetraploide Zellen auch ircesnischen Entztindung des Bronchus entstehen
und sich dann zu aneuploiden Zellen entwickeln, was Entstehung eines Tumors fuhrt, wird
durch die Ergebnisse der vorliegenden Untersucbestitigt. Die tetraploiden Zellen waren bereits
im entzindeten Bronchusgewebe zu finden und naharerH&aufigkeit mit dem Grad der

Entztindung zu. Im Tumor waren dann vermehrt anéigldellen zu finden.

5.2.2 Tetra- und Aneuploidie im Adeno- und Plattenepithekarzinom

Adenokarzinome und Plattenepithelkarzinome sinddiden haufigsten histologischen Subklassen
des Bronchialkarzinoms. Im Vergleich ergaben sictiar vorliegenden Untersuchung in PO bei den
Adenokarzinomen im Mittel 19,4 % und bei den Pladf@thelkarzinomen 11,0 % tetraploide

Epithelzellen. Bei den aneuploiden Epithelzellegaben sich bei den Adenokarzinomen 31,7 %
und bei den Plattenepithelkarzinomen 14,7 %. Bei Adenokarzinomen traten tendenziell mehr
tetra- und aneuploide Epithelzellen auf, ohne dads ein signifikanter Unterschied gezeigt hatte.
Bei den Adenokarzinomen lag bei 83,3 % der Falhe éineuploidisierungsrate von tber 5 % vor

und bei den Plattenepithelkarzinomen bei 57,1 %.

Lee et al. beschrieben das Auftreten einer Aned@dbei Adenokarzinomen in 2 von 5 Féllen
(40 %) und bei Plattenepithelkarzinomen in 3 voR&8len (60 %) (Lee et al. 1987). Smith et al.
fanden eine erhthte Aneuploidierate fir Adenokamrie in 81 % der Falle und far
Plattenepithelkarzinome in 93 % der Falle (Smith akt 1996). Tendenziell lag bei beiden
Untersuchungen im Gegensatz zu der vorliegendereitAdbei den Plattenepithelkarzinomen

haufiger eine erhdhte Aneuploidierate vor.
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Sy et al. fanden in ihrer Untersuchung keinen $ipmten Unterschied zwischen Adeno-
karzinomen und Plattenepithelkarzinomen bezugligls dloidie-Status, beschrieben aber ein
auffalligeres Genom bei den Plattenepithelkarzinonmait haufigeren Translokationen und

numerischen Aberrationen (Sy et al. 2004).

Ninomiya et al. beschrieben eine chromosomale gttt bei circa 30 % der gut und malig
differenzierten Adenokarzinome, bei 83,4 % der eciil differenzierten Adenokarzinome und bei
55,5 % der Plattenepithelkarzinome (Ninomiya et28l06). Diese Zahlen liegen im Bereich der
vorliegenden Untersuchung: Dabei wurde bei den AKarzinomen eine erhdhte

Aneuploidisierungsrate bei 83,3 % der Falle gefundad bei den Plattenepithelkarzinomen bei
57,1 % der Falle.

Im Verlauf der Passagen entwickelte sich die Anzaéit tetra- und aneuploiden Zellen der
Zellkulturen aus Adenokarzinomen und Plattenegiirzinomen unterschiedlich. Die Zahl der
tetra- und aneuploiden Epithelzellen der Adenokanzie fiel von PO zu P1 ab und stieg zu P2
wieder an, die Zahl der tetra- und aneuploidenHgteellen der Plattenepithelkarzinome stieg von
PO zu P1 an und fiel zu P2 wieder ab. Ein ahnlidkeniauf lield sich bei den Nichtepithelzellen
beobachten. Dies ist mdglicherweise ein Hinweis faufe Unterschiede in der Regulierung des

Ploidiegrades in den beiden Tumortypen.

Insgesamt ist ein Vergleich der Ergebnisse dernagehden Studie mit der Literatur schwierig, da
in den meisten Untersuchungen die nichtkleinzatligonchialkarzinome zusammengefasst und
nicht nach histologischen Subtypen unterschiedso &rst in der jingeren Vergangenheit tritt eine
Unterscheidung der Adeno- und Plattenepithelkarmmowieder in den Vordergrund, da sich
unterschiedliche Behandlungsoptionen mit Tyrosiak&inhibitoren oder Antikdrpern ergeben
haben (Travis et al. 2013).

5.2.3 Trisomie 7 und Trisomie 8

Eine Trisomie 7 wurde wiederholt als charaktertstess Merkmal von nichtkleinzelligen
Lungenkarzinomen und pramalignem Gewebe beschriflmmet al. 1987, Matturri und Lavezzi
1994, Crowell et al. 1996, Lechner et al. 1998 erejt al. 2000, Buckingham et al. 2007). Crowell
et al. nehmen eine Trisomie 7-Rate von mehr als @9®rhoht an (Crowell et al. 1996). Dieser

Grenzwert wurde fir die vorliegende Untersuchungrabmmen.

85



Diskussion

In der vorliegenden Arbeit ergaben sich in PO s tkicht und stark entziindliche Bronchusgewebe
ein Anteil an Epithelzellen mit einer Trisomie 7rvon Mittel 1,5 % und im Tumorgewebe von
2,5 %. Im weiteren Verlauf der Passagen lagen sédmatlWerte der Epithelzellen aus leicht
entzindlichem Bronchusgewebe unter 2 %. Auffallestd dass in P1 im stark entzindlichen
Bronchusgewebe die Anzahl der Epithelzellen mieeifrisomie 7 auf 2,7 % angestiegen war. Der
Grund fir die Erh6hung des Mittelwertes war, dasisHall 17 in P1 7,5 % Epithelzellen mit einer
Trisomie 7 nachgewiesen wurden (Tabelle 9, Seit®.18lle anderen Falle lagen hier beR %.

Die Epithelzellen mit einer Trisomie 7 in den Zellkiren aus Tumorgewebe lagen bereits in P1
unter 2 % und in P2 fielen dann auch die Epith&nemnit einer Trisomie 7 des stark entzindlichen

Bronchusgewebes wieder unter die Schwelle von 2 %.

Bei den Zellkulturen aus leicht entziindlichem Bitmmgewebe zeigten bei den Epithelzellen
33,3 % der Falle eine Trisomie 7-Rate von uber 2o stark entzindlichen Bronchusgewebe
12,5 % und im Tumorgewebe 38,1 %. Bei den Nichbeteellen lag im leicht entzindlichen

Bronchusgewebe bei 26,7 % der Falle, im stark ewirthen Bronchusgewebe bei 25,0 % der

Falle und im Tumorgewebe bei 27,3 % der Falle enhéhte Trisomie 7-Rate vor.

Crowell et al. untersuchten nichtmalignes Broncleusgpe, das durch Birstenabstriche gewonnen
wurde, von Patienten mit einem Lungenkarzinom und fatienten mit einer Risikoanamnese
(Rauchen und/oder Radonexposition) ohne Lungenkamzi An 43 % der untersuchten Stellen von
12 Patienten mit einem Lungenkarzinom wurde eim®lge Rate an Zellen mit einer Trisomie 7
gefunden. Dabei verteilten sich die Proben mit reieddhten Trisomie 7-Rate auf 8 der 12
Patienten (66,7 %). Das heil3t, im Vergleich mit derliegenden Untersuchung trat eine erhdhte
Rate an Zellen mit einer Trisomie 7 haufiger aullerlings wurde dabei nicht nur histologisch
normales Bronchialgewebe untersucht: Bei 14 der uftersuchten Stellen lagen eine
Plattenepithelmetaplasie oder atypische Druseneelte. Weiterhin wurde in der Untersuchung
von Crowell et al. bei einem von 4 Rauchern ohnegamkarzinom und bei 4 von 7 Patienten mit
Radonbelastung eine erhohte Trisomie 7-Rate bedwhwi Zwei dieser Patienten entwickelten

innerhalb von zwei Jahren ein Lungenkarzinom (Cibeteal. 1996).

In der Untersuchung von Zojer et al. wurde eine eische Aberration des Chromosoms 7 in allen
untersuchten Lungenkarzinomen und in 80 % der pignen Lasionen gefunden. Dabei lag meist

eine Tri- oder Tetrasomie vor. Die Haufigkeit degll&n mit einer Trisomie 7 nahm von den
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prainvasiven Lasionen (8,4 %) zum Lungenkarzinonegmv(59 %) zu. Auch in der vorliegenden
Untersuchung waren im Tumorgewebe mehr Epithelzefié@ einer Trisomie 7 zu verzeichnen als
im entzindlichen Bronchusgewebe. Die Werte lagdongk fir alle Gewebe deutlich niedriger als
in der Arbeit von Zojer et al., in der ein Grenztveon 1,5 % der Zellen mit einer Trisomie 7

angenommen wurde (Zojer et al. 2000).

Lee et al. wiesen bei 4 von 10 Patienten Zellenemiér Trisomie 7 in normalem Bronchusgewebe
und bei 6 von 10 Patienten im Tumorgewebe nach éLe¢ 1987).

Es wird diskutiert, dass eine verstarkte Expressles EGF-Rezeptors, der auf Chromosom 7
codiert wird, zu einem Wachstumsvorteil derjenigatien fuhrt, die ein zusatzliches Chromosom
7 haben (Lee et al. 1987, Crowell et al. 1996)eBierstarkte Expression des EGF-Rezeptors wurde
von Jeon et al. bei 53 % der nichtkleinzelligeni&tualkarzinome beschrieben und konnte bei den
Plattenepithelkarzinomen signifikant haufiger namkiggsen werden als bei den Adenokarzinomen
(Jeon et al. 2006).

In der vorliegenden Studie fand sich bereits imzémtllichen Bronchusgewebe in PO fiur die
Epithelzellen eine erhéhte Trisomie 7-Rate, dieTimmorgewebe weiter zunahm. Es ergab sich
keine Korrelation mit dem Schweregrad der Entzigdim Gegensatz zur Tetra- und Aneuploidie
lagen auch bei den Nichtepithelzellen erh6hte RateZellen mit einer Trisomie 7 vor, auch wenn
samtliche Mittelwerte der Anzahl an Nichtepitheleelmit einer Trisomie 7 in allen Passagen unter

2 % lagen.

Numerische Aberrationen von Chromosom 8 in Lungawotgewebe werden deutlich seltener
beschrieben als die von Chromosom 7. Kubokura.dieslchreiben numerische Aberrationen von
Chromosom 8 in nichtkleinzelligen Bronchialkarzirem Hierbei wird eine mittlere
Aberrationsrate von 38,5 % beschrieben. Aul3erdemdevin diesen Arbeiten eine Amplifikation
von ¢c-MYC gefunden (Kubokura et al. 1999, 2001). Das PratkeQenc-MYC liegt auf dem
langen Arm von Chromosom 8 und spielt eine Rolledee Zellproliferation und -differenzierung,
Zellzykluskontrolle und Apoptose. Auch Yakut et alntersuchten eine Polysomie 8 in
Zusammenhang mit einerMYC-Amplifikation und konnten eine Trisomie 8 bei 3#und einec-
MYC-Amplifikation bei 7,8 % der untersuchten nichtkieelligen Bronchialkarzinome nachweisen
(Yakut et al. 2003). In einer weiteren Studie ustiehten Schenk et al. numerische Aberrationen in

Lungenkarzinomen von unterschiedlichen Chromosomarynter auch Chromosom 8. Es wurden
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Zellen mit einer mittleren Kopienzahl von Chromos8mon 3 bis 5,7 gefunden und das bei allen

untersuchten Karzinomen (Schenk et al. 1997).

In der vorliegenden Studie lassen sich die relatkien Zahlen von Kubokura et al. und Schenk et
al. nicht bestatigen. Im entzindlichen Bronchusdgmvdag die Rate an Epithel- sowie

Nichtepithelzellen mit einer Trisomie 8 ebenso wie der Nichtepithelzellen des Tumorgewebes
im Mittel unter 1,0 %. Bei den Epithelzellen desflargewebes lag die Rate in PO und P1 im Mittel
bei circa 2,0 % und in P2 bei 1,0 %. Damit lagen@®&omosom 8 weniger hohe Schwankungen

vor als bei Chromosom 7.

5.2.4 Zentrosomamplifikation und multipolare Mitosen

In der vorliegenden Untersuchung fanden sich Henadrei Geweben sowohl diploide, als auch
tetraploide Zellen mit amplifizierten Zentrosom&abei war die Zahl der tetraploiden Zellen mit
amplifizierten Zentrosomen jeweils signifikant hohals die der diploiden mit amplifizierten
Zentrosomen. Im leicht entztindlichen Bronchialgesvietmen im Mittel bei 32,7 % der tetraploiden
Zellen amplifizierte Zentrosomen vor, im stark émdlichen Gewebe bei 39,8 % und im
Tumorgewebe bei 33,9 %. Darlber hinaus konntenitbem® entzindlichen Bronchusgewebe
multipolare Mitosen nachgewiesen werden. Im leehiiziindlichen Bronchusgewebe fanden sich
bei 28,6 % der Falle multipolare Mitosen, im starikzindlichen Bronchusgewebe bei 71,4 % und

im Tumorgewebe bei 50,0 %.

Das Entstehen tetraploider Zellen gilt als frihehr8t in der Tumorgenese. Tetraploide Zellen
tragen ein hohes Risiko bei weiteren Zellteilungameuploid zu werden. Auf Grund ihrer
amplifizierten Zentrosomen kodnnen sie multipolarpin8eln ausbilden, die zu aneuploiden
Tochterzellen fuhren (Ganem et al. 2009). Cortezakt beschrieben, dass in kultivierten
Bronchialkarzinomzellen durch Inkubation mit Aslfasern Uber Zentrosomamplifikation und
multipolare Mitosen aneuploide Zellen entsteherbdd&raten auch vermehrt tetraploide Zellen auf
(Cortez et al. 2011).

Auch der erhohte DNA-Gehalt der tetraploiden ZeNenstarkt das Risiko fir DNA-Schaden und
die Reparatur dauert langer, was Storchova etnatetmaploiden Hefezellen nachweisen konnten
(Storchova et al. 2006). Es gibt Hinweise, dass diech bei Saugetierzellen eine Rolle spielen
konnte (Fujiwara et al. 2005, Hau et al. 2006, Garet al. 2007). Ebenso konnten Yang et al.
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zeigen, dass Mitosen mit zusatzlichen Zentrosontem Ghromosomen langer dauern (Yang et al.
2008).

In seltenen Féllen kdnnen durch eine multipolar¢éobé (tetrapolar) aus einer tetraploiden Zelle
diploide Zellen entstehen. Dies nennt man Redug&tiotose und ist ein bisher kaum verstandener
Prozess (Wang et al. 2003, Storchova und Pellm@04)2 Au3erdem kdnnen einige Zellen sich an
die erhohte Zentrosomanzahl anpassen, indem diesdea Spindelpolen "geclustert” und so

Uberzahlige Zentrosomen inaktiviert werden, so dask eine bipolare Spindel ausbilden kann

(Storchova und Pellmann 2004, Quintyne et al. 2005)

Normalerweise hat eine Zelle ein Zentrosom, dasdesr Mitose verdoppelt wird. Diese beiden
Zentrosomen bilden eine bipolare Spindel aus, die tliie regelrechte Teilung der
Schwesterchromatiden verantwortlich ist. Eine ethddnzahl an Zentrosomen kann im Rahmen
der Tetra- bzw. Polyploidisierung entstehen. Gareicly durch welchen Mechanismus die
tetraploiden Zellen entstehen, wird dabei nicht der DNA-Gehalt verdoppelt, sondern auch die
Anzahl der Zentrosomen (Borel et al. 2002, Davali ule Lange 2011). Ein zweiter Mechanismus
beinhaltet, dass das Zentrosom mehr als ein Matemdlheines Zellzyklus verdoppelt wird. Hierbeli
entsteht eine Zentrosomamplifikation bei diploidébhromosomensatz (Nigg 2002, Fukasawa
2005). Bourke et al. stellten fest, dass eine DMAd&digung durch ionisierende Strahlung Uber eine
Zentrosomverdoppelung zu amplifizierten Zntrosonféhrt (Bourke et al. 2007). Ebenfalls
beschrieben als Ursache fur amplifizierte Zentramonsind ein unkontrolliertes Splitting des
Zentriolenpaares, so dass Zentrosomen mit nur edentriol entstehen (Hut et al. 2003), sowie die
De-novo-Synthese von Zentrosomen (Khodjakov e2@02). Unabhangig vom Entstehungsweg
fuhren zu viele Zentrosomen zur Ausbildung von ipalaren Spindeln, was zum einen zu einer
Fehlverteilung der Chromosomen in den Tochterzefigmrt, und zusatzlich auch zu DNA-

Strangbruchen fuhren kann (Doxsey 1998). Das Eigedomd aneuploide Zellen.

Diese Mechanismen mussen sich nicht gegenseitigchlis3en. Nigg postulierte 2002 als
wahrscheinlichsten Weg, dass es uber eine Dereguldn Genen, die im Zusammenhang mit der
Zentrosomamplifikation beschrieben wurden, zu eiBeeinflussung des Zellzyklus kommt, der
dann in einer abortiven Mitose mundet. Der Phandgmpentstehenden Zelle ist dann durch zu viele
Chromosomen und Zentrosomen charakterisiert (Nigg22 Dies wird durch die Feststellung

unterstitzt, dass die Bildung von tetraploiden efelhdufig der von aneuploiden Zellen in soliden
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Tumoren vorausgeht (siehe oben, Shackney et a0, I®8ipeau et al. 1996, Olaharski et al. 2006).

Die Ergebnisse von Meraldi et al. unterstitzen &lsndiese Hypothese: Im Zellkulturmodell fihrt
eine Aurora A-Uberexpression zu einer fehlerhafigtokinese und dadurch zu dem Entstehen von
tetraploiden Zellen mit amplifizierten Zentrosomé&uavor konnte ausgeschlossen werden, dass die
Zentrosomamplifikation durch eine direkte Wirkuner ddurora A-Uberexpression entstanden war
(Meraldi et al. 2002). Der Entstehungsmechanisnersiterzahligen Zentrosomen auf dem Weg
der abortiven Mitose wird auch durch die Ergebnidse vorliegenden Untersuchung unterstitzt:
Tetraploide Zellen mit mehr als zwei Zentrosomextetn signifikant haufiger auf als diploide. Im
leicht entziindlichen Bronchusgewebe zeigten iméVIBR2,7 % der tetraploiden Zellen amplifizierte
Zentrosomen, im stark entzindlichen Bronchusgew@®®& % und im Tumorgewebe 33,9 %.
Diploide Zellen mit mehr als zwei Zentrosomen tmadieutlich seltener auf: Im leicht entziindlichen
Bronchusgewebe waren im Mittel bei 4,1 % der dgoi Zellen amplifizierte Zentrosomen zu

finden, im stark entziindlichen Bronchusgewebe P4 und im Tumorgewebe bei 3,0 %.

Hier ware zu postulieren, dass diese uUber den Mesimas der Zentrosomverdoppelung ohne
Verdopplung der Chromosomen entstanden sind. DM&sg wird von Tarapore und Fukasawa
favorisiert. Sie beschreiben, dass in diploiden lezel einer Kultur aus P53-negativen
Mausembryofibroblasten (MEF) mehr als drei Zentnesp auftraten. Da es unwahrscheinlich ist,
dass diese Zellen eine abortive Mitose durchlaufehsich danach in diploide Zellen geteilt haben,
schlieBen die Autoren daraus, dass die normale |&égu der Zentrosomverdoppelung Rb3-
negativen Zellen aufgehoben ist. Die Zentrosomdikation entsteht dann durch mehrfache
Verdoppelung der Zentrosomen in einem Zellzyklusr§pore und Fukasawa 2002). Dies scheint in
der vorliegenden Untersuchung aber nur auf einamggn Anteil der Zellen zuzutreffen, da

insgesamt nur wenig diploide Zellen mit amplifizear Zentrosomen gefunden wurden.

Zellen mit amplifizierten Zentrosomen stellen adsioen Pool fur die Entstehung aneuploider Zellen
dar. Entweder kommt es Uber eine multipolare MitngeFehlverteilung der Chromosomen auf die
Tochterzellen, oder die amplifizierten Zentrosonveerden an zwei Spindelpolen zu "Clustern”
zusammengefasst und es bildet sich eine pseudtal@p&pindel aus. Dadurch kénnen die
Chromosomen gleichmaldig auf die Tochterzellen iemeerden (Storchova und Pellman 2004,
Fukasawa 2005). Trotzdem fiihren diese pseudo-golslitosen haufig zu einer Fehlverteilung

der einzelnen Chromosomen. Wenn sich eines odeyeaivenige der amplifizierten Zentrosomen
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nicht in der bipolaren Achse anordnen und Spindeisbilden, die an Chromosomen binden,

werden diese dann entweder der einen oder derandechterzelle zugeteilt (Fukasawa 2005).

Zentrosomamplifikation ist in einer Vielzahl solid&@umoren, auch der Lunge (Fukasawa 2005,
Pihan et al. 1998), und préainvasiven KarzinomehgRiet al. 2003) nachweisbar. Koutsami et al.
untersuchten Gewebeproben von nichtkleinzelligemgemkarzinomen und beschrieben in den
Tumorproben eine erhdhte Anzahl an Zentrosomenmdiielem Auftreten von aneuploiden Zellen
korreliert war. Die Autoren konnten auch amplifitee Zentrosomen in benachbartem,
hyperplastischen Gewebe, nicht aber in den norm@mmebeproben nachweisen (Koutsami et al.
2006). Ahnliche Ergebnisse beschreiben auch Jualy Bie Autoren fanden in circa einem Drittel
der untersuchten Gewebeproben von nichtkleinzelliBeonchialkarzinomen Auffalligkeiten der
Zentrosomen in Anzahl, Gré3e und Form. Ebenso lkeondentrosomauffalligkeiten in normalem,
dem Tumor benachbarten Gewebe nachgewiesen wemdahezu alle Tumorproben mit
Zentrosomauffalligkeiten waren aneuploid, wahrend die Halfte der Tumoren ohne Zentrosom-
auffalligkeit eine Aneuploidie zeigten (Jung et 2007). Ahnliche Ergebnisse fanden sich in der
vorliegenden Untersuchung: Bei allen untersuchteimdrgeweben konnten Zellen mit einer
Zentrosomamplifikation nachgewiesen werden. Daleggten die tetraploiden Zellen signifikant

haufiger amplifizierte Zentrosomen als die diploideellen.

Pihan et al. untersuchten 1998 Tumor- und benatddhaBewebe und konnten im gesunden
Bronchusgewebe keine Veranderung der Zentrosomehwaésen (Pihan et al. 1998). Dies steht im
Gegensatz zu der vorliegenden Untersuchung. Hiedevusowohl diploide als auch tetraploide
Zellen mit amplifizierten Zentrosomen im nicht tursen, entzindlichen Gewebe gefunden. Die
diploiden Zellen mit zusatzlichen Zentrosomen watahei allerdings, sowohl im Tumor- als auch

im entzindlichen Bronchusgewebe, nur selten zwefind

Zusammenfassend ist festzustellen, dass in daegeriden Untersuchung typische Charakteristika
eines Tumorgewebes, wie Tetra- und Aneuploidie, trésnmamplifikation und multipolare

Mitosen bereits in Zellkulturen aus entzindlicheew®8be nachgewiesen werden konnten.

Es ist bekannt, dass der Verlust d&3-Funktion das Auftreten von Zellen mit zusatzlichen
Zentrosomen unterstitzt (Nigg 2002). 1996 beschndbukasawa et al., dass der Verlust ?68
zu amplifizierten Zentrosomen fuhrt (Fukasawa et 18196). Dies konnte von Meraldi et al.

nachvollzogen werden (Meraldi et al. 2002). Ebemaade eine Korrelation zwischeR53-
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Mutationen und dem Auftreten von Zentrosomamplifika bei fortgeschrittenen, duktalen
Mammakarzinomen und Plattenepithelkarzinomen vopfkmd Hals festgestellt (Carroll et al.
1999). Wie bereits weiter oben beschrieben, wuedeigt, dass die Uberexpression von Aurora A
und anderer mitotischer Kinasen eine Zentrosomdikgdion verursachen, in dem sie die
Zellteilung unterbrechen. Dabei entstehen poly@aofellen mit Gberzahligen Zentrosomen. Es ist
bemerkenswert, dass diese ZellerPB8-wildtyp MEF-Kulturen nicht weiter proliferieren dnes
hingegen in P53-knock-out Kulturen tun. Auf3erdem entwickeltd?b3-negative MEF nach
Transfektion mit Aurora A, Aurora B oder Plkl dechl haufiger amplifizierte Zentrosomen als
wildtyp-MEF (Meraldi et al. 2002).

Zusammengefasst kann eine abortive Zellteilung meretetraploiden Zelle mit vermehrten
Zentrosomen fuhren, die nur vor eind?3-negativen Hintergrund weiter proliferieren kanrei B

intaktem P53 werden diese Zellen in G1 arretiert und am Eietrah die S-Phase gehindert. Es
handelt sich hier um den bereits oben beschrieb®8rabhangigen Kontrollpunkt (Lanni und
Jacks 1998, Andreassen et al. 2001, Borel et 8R)20

Dazu kontroverse Beobachtungen hat die UntersuclvangYi et al. ergeben. Sie konnten an
menschlichen Tumorzell-Linien und MEF zeigen, ddissfehlendd”53-Funktion keinen Effekt auf
das Schicksal von tetraploiden Zellen hat. Insbeésmnfihrte die fehlend@s3-Funktion nicht zum
Zelltod der tetraploiden Zellen. Der Verlust d&s3-Funktion unterstitzt vielmehr das Auftreten
von multipolaren Mitosen tetraploider Zellen, imdelas "Clustern” der zusatzlichen Zentrosomen
verhindert wird (Yi et al. 2011). Diese Ergebnisgal kongruent mit denen von Uetake und Sluder,
sowie von Wong und Stearns, die besagen, dass ieenké&Tetraploidie-Kontrollpunkt" gibt
(Uetake und Sluder 2004, Wong und Stearns 200%s Rdnnte auch die Beobachtung erklaren,
dass die tetraploiden Zellen in der vorliegendetetsuchung im entzindlichen Bronchusgewebe
im Verlauf der Passagen zunehmen. Die p53-Funisiobieint notwendig zu sein, um das Auftreten
von aneuploiden Zellen zu verhindern. Uber welcMathanismus dies geschieht, bleibt vorerst

unklar.
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5.2.5 Schlussfolgerung und Perspektive
Auf Grund der gezeigten Ergebnisse lassen sichrdfengs gestellten Fragen beantworten:

1. Bereits im entzindlichen Bronchusgewebe lieRen swmh allem tetraploide, aber auch
aneuploide Epithelzellen nachweisen. Im Tumorgewedlenen die tetra- und aneuploiden

Epithelzellen dann an Haufigkeit zu.

2. Bezlglich des Tetra- und Aneuploidiegrades in degllkdlturen von Adeno- und
Plattenepithelkarzinomen ergaben sich keine sigamfien Unterschiede, wobei bei den

Adenokarzinomen tendenziell mehr tetra- und anedel&pithelzellen auftraten.

3. Tetra- und Aneuploidie traten nahezu ausschlieff®hden Epithelzellen auf, wohingegen
erhohte Raten an Zellen mit einer Trisomie 7 sowwdil den Epithel- als auch bei den

Nichtepithelzellen zu finden waren.

4. Im Verlauf der Zellkultur-Passagen stieg der Tduilegrad der Epithelzellen im leicht
entzuindlichen Bronchusgewebe signifikant und inrkstentzindlichen Bronchusgewebe
tendenziell an. Der Aneuploidiegrad der Epithetelstieg sowohl im leicht, als auch im
stark entzindlichen Bronchusgewebe signifikantlanTumorgewebe fiel der Tetra- und

insbesondere der Aneuploidiegrad der Epithelzefteduge der Passagen tendenziell ab.

5. Weitere Phanomene, die mit der Entstehung tetrd-ameuploider Zellen assoziiert sind,
wie Zentrosomamplifikation und Auftreten multipadar Mitosen, konnten bereits im

entzundlichen Bronchialgewebe nachgewiesen werden.

6. Es konnten sowohl bei Epithel- als auch bei Niglibelzellen erhéhte Trisomie 7-Raten im
entzundlichen Bronchusgewebe und im Tumorgeweblegeadesen werden. Erhdhte Raten

an Zellen mit einer Trisomie 8 lieRen sich nichtmaeisen.

7. Tetra- und Aneuploidie nahmen mit der ProgressemEthtziindung zu. Aul3erdem stieg die
Anzahl an multipolaren Mitosen tendenziell mit déemad der Entzindung an. Keine
Korrelation mit dem Entziindungsgrad ergab sichdiégr Zentrosomamplifikation und die

Trisomie 7.

Mit der vorliegenden Untersuchung konnte die Hypethunterstitzt werden, dass im Rahmen der

Entstehung des Bronchialkarzinoms aneuploide Zeles tetraploiden Vorlauferzellen entstehen.
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Die tetraploiden Zellen waren bereits im entzirdit Bronchialgewebe nachweisbar und nahmen
mit dem Grad der Entziindung zu. Im Tumorgewebenralann auch gehauft aneuploide Zellen
auf. Kennzeichen des Tumorgewebes wie Trisomie ehtrdsomamplifikation und multipolare

Mitosen waren bereits im entziindlichen Bronchialglegvnachweisbar (Abbildung 62).

Tetraploide Zellen entstehen dabei als Reaktion darf chronischen Entzindungsreiz. Durch
multipolare Mitosen, die sich auf Grund amplifizear Zentrosomen ausbilden, kénnen dann im

Verlauf aneuploide Zellen entstehen.

Bronchusgeweb
gesund

leicht entziindlich

Carcinoma in situ

Invasives Karzinom

Abbildung 62:
Genetische Veranderungen im Zuge der zunehmendstophthologischen Veranderungen,
ausgehend von gesundem Bronchusgwebe bis hin aiasiwen Bronchialkarzinom.

Die Prognose des Bronchialkarzinoms ist trotz aRertschritte weiterhin sehr schlecht. Die
Diagnose wird oft erst in fortgeschrittenen Kranksstadien gestellt, so dass eine Friherkennung
sehr wichtig erscheint. Da die genetischen Veramigmn wie Tetraploidie,
Zentrosomamplifikation, multipolare Mitosen und Somie 7 bereits im entzindlichen
Bronchusgewebe auftreten, konnten diese Paramatér weiteren Untersuchungen mit gréRerem
Probenumfang eventuell zukinftig zur Friherkennung L&sionen, die ein hohes Risiko zur
Entwicklung eines Bronchialkarzinoms tragen, gehwerden.
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6 Anhang

6.1 Gerate

» Brutschrank Heraeus Instruments Function Line, Habé

* Fluoreszenzmikroskop Axioskop I, Zeiss, Jena, DE

» Filterset 00, Anregungswellenl&nge: 530 - 585 nmjdSionswellenlange: 615 nm Zeiss,
Jena, DE

» Filterset 01, Anregungswellenlange: 353 -377 nmidSianswellenlange: > 397 nm, Zeiss,
Jena, DE

* Filterset 09, Anregungswellenldnge: 450 - 490 nmjdSionswellenlange: > 515 nm, Zeiss,
Jena, DE

» Filterset 25, Anregungswellenlange 400 + 495 + &T0) Emissionswellenlange:
460 + 530 + 625 nm, Zeiss, Jena, DE

* Heizplatte Heidolph MR 3001, Schwabach, DE

* Mikroskopkamera MC100 Spot, Zeiss, Jena, DE

» Schdttler Celloshaker Variospeed Variotime, Rerth@bH, Darmstadt, DE

» Sterilwerkbank Modell Laminair, Heraeus, Hanau, DE

* Vortex L46, GLW, Wurzburg, DE

» Zentrifuge Hermle Z400K, Hermle Labortechnik GmiMehingen, DE

o Zellkulturmikroskop Axiovert 25, Zeiss, Jena, DE
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6.2 Materialien

6.2.1 Verbrauchsmaterialien

Firma Standort Artikelnummer
Anti-Digoxigenin-Cy3™ Dianova Hamburg, DE 200-162-156
Blocking-Reagens Boehringer Mannheim, DE 1096176
BSA Boehringer Mannheim, DE 238040
Chromosome 7 a-Satellite oncor Gaithersburg, US  P5011-DG.5
(D721)
Chromosome 8 a-Satellite oncor Gaithersburg, US P5013-B.5
(D8Z2)
Collagenase Typ Il Gibco BRL Karlsruhe, DE 17 1060
DABCO Sigma Minchen, DE D 2522
DAPI Sigma Minchen, DE D 9542
Deckglaser 18 x 18 mm Menzel-Glaser Braunschweig, BB018018A1

DE

DMEM/HAM’s F12 PAA Laboratories Cdlbe, DE E 15-813
EGF Sigma Munchen, DE E-4127
Fixogum rubber cement Marabu-Werke Tamm, DE 290270
FCS PAA Laboratories Colbe, DE A 15-042
Formaldehyd 37 % Roth Karlsruhe, DE 4979.2
Formamid Roth Karlsruhe, DE 6749.2
Glycerin Roth Karlsruhe, DE 3783.1
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Firma Standort Artikelnummer
Goat-anti-mouse-Cy¥ Dianova Hamburg, DE 115-165-062
Hydrocortison Sigma Munchen, DE H-0396
Kaliumchlorid Roth Karlsruhe, DE 6781.1
Monoclonal anti y-Tubulin; Sigma Saint Louis, US T 6557
Clone GTU-88; mouse ascites
fluid
Monoclonal mouse anti-human DAKO Carpinteria, US M3515
cytokeratin, AE1/AE3
Natriumazid Roth Karlsruhe, DE K 305.1
Natriumchlorid Roth Karlsruhe, DE 3957.1
Natriumhydroxid Roth Karlsruhe, DE 6771.1
Objekttrager 26 mm x 76 mm Menzel-Glaser Braunsapwe AAO00000112E

DE

Paraformaldehyd Fluka Chemika Buchs, CH 76240
PBS Oxoid Wesel, DE BR14a
Penicillin/Streptomycin (100x PAA Laboratories Gé| DE P 11-010
QuadriPerm plus Heraeus Hanau, DE 261 3690 7
Salzsaure Roth Karlsruhe, DE 4625.1
Streptavidin-FITC Vector/Camon Wiesbaden, DE SABH00
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Roth Karlsruhe, DE 35&0.
Tris Roth Karlsruhe, DE 4855.2
Trypsin/EDTA PAA Laboratories Colbe, DE L 11-004
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Firma Standort Artikelnummer
Tweer? 20 Roth Karlsruhe, DE 9127.2
Zellkulturflaschen, 25 cfmit Greiner Frickenhausen 690 175
Filter-Schraubverschluss DE
Zentrifugenréhrchen, 14 ml GLW Wirzburg, DE KU 06
Zitronensaure Roth Karlsruhe, DE 6490.1

6.2.2 Vorbereitung der Objekttrager fur die Zellkultur

Die Glasobjekttrager (26 mm x 76 mm; Menzel-Glagmaunschweig) wurden in Objekttrager-
schaukeln angeordnet, die in einem 2 |-Becherdbasdinander gestapelt wurden. Dieses wurde mit
Seifenwasser gefillt und die Objekttrager Uber Ndbls maximal 24 h) darin belassen. Danach
wurden die Objekttrager 2 h flieRend mit Leitungssex gewassert und anschlie3end 1 h in 1%iger
HCI (Salzsaure, Roth, Karlruhe) gelagert. Es fokgteeut eine zweistiindige Wasserung, der sich
eine Lagerung in 1%igem NaOH (Natriumhydroxid, RoKuarlruhe) fir 1 h anschloss. Die
Objekttrager wurden wieder 2 h flieBend gewassarschlieRend in $#Dyg und dann in Ethanol

96 % gespdult. Danach wurden die Objekttrager Ubmchi bei RT getrocknet. Die getrockneten

Objekttrager wurden in Aluminiumfolie gepackt ungl BOO °C fur 2 h im Backofen sterilisiert.

6.3 Verbrauchslosungen

» Herstellung des Zitratpuffers (20xSSC)
Der Zitratpuffer wurde immer als Stamml6ésung infaéher Konzentration angesetzt. Dazu
wurden 3 mol Natriumchlorid (Roth, Karlsruhe) uf¢B mol Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
(Roth, Karlsruhe) in 11 pDyq gel6st und anschlieRend mit Zitronensaure (1 M)tHR
Karlsruhe) ein pH von 7 eingestellt. Um die begit#ti Arbeitskonzentration zu erhalten,

wurde diese Stammldésung dann kurz vor Gebrauchiglty verdinnt.

«  4xSSC/0,5 % Tweef
20xSSC wurde 1:5 verdunnt und anschlieRend mib@&nséure ein pH von 7 eingestellt.
Zu 100 ml 4xSSC wurden 500 pl Twé&e20 (Roth, Karlsruhe) zugegeben.
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PBS/0,05 % Tweefl
Zu 100 ml PBS wurden 50 pl TwéeB0 zugegeben.

PBS/0,1 % BSA
Zu 100 ml PBS wurden 100 mg BSA (Boehringer, Mam) zugegeben.

Paraformaldehyd 4 % in PBS
Es wurden 4 g Paraformaldehyd (Fluka Chemika, Buahm 100 ml PBS bei circa 60 °C

unter stdndigem Rihren gelost.

Blocking-Reagens 0,5 % in 4xSSC
Es wurden 0,5 g Blocking-Reagens (Boehringer, Maim) in 20 ml 20xSSC und 80 ml
H,Oqq bei circa 40 °C geldst und anschlie3end nach dbkiidlen sterilfiltriert.

Antifade

2g DABCO (1,4-Diazabicyclo[2,2,2]octan; Sigma, méhen) wurden bei 60 °C im
Wasserbad in 90 ml Glycerin (Roth, Karlsruhe) gel&s wurden 10 ml Tris (1 M; pH 7,
Roth, Karlsruhe) und 100 20%iges Natriumazid (Roth, Karlsruhe) hinzugefligt

Nach ausfihrlichem Mischen wurde das Antifadelfterert.

DAPI/Antifade
Als Stammlésung wurde 1 pg DAPI in 1 ml Antifads auf circa 40 °C erwarmt wurde,

gelost, anschlieRend gemischt und bei +4 °C audhew

Kulturmedium

Das Basalmedium DMEM HAM's F12 wurde mit folgend&rbstanzen supplementiert:

2 % Penicillin/Streptomycin  (PAA, Codlbe), 0,1 % EG(Sigma, Muinchen), 0,2 %
Hydrocortison (Sigma, Miinchen) und 10 % FCS (PE&Albe).
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leicht entziindliches Bronchusgewebe P0
Epithelzellen Nichtepithelzellen
Fall-Nr. |Entz-grad |Diploide |Trisomie 7 [Trisomie 8 |Tetraploide |Aneuploide |Aneuploide gesamt [Diploide |Trisomie 7 [Trisomie 8 |Tetraploide |Aneuploide |Aneuploide gesamt

10 1 93,5 2,0 0.5 2,0 2,0 4,0 96,0 3.0 0.5 0.5 0.0 0.5
11 1 94,0 3,0 0.3 25 03 2.8 98,3 1,0 0.5 03 0.0 03
12 1 95,0 23 10 1,5 0.0 15 93,5 2,0 0.0 23 0.0 23
13 1 91,0 2,0 0.0 6.0 1,0 7.0 81,7 0.0 0.0 16.8 15 18,3
18 | obis1 | 918 0.8 0.0 6.2 1.2 7.3 95,3 1,0 0.0 23 15 3.8
19 1 87.5 25 0.5 6.5 3,0 9.5 93,5 3,0 2,0 1,5 0.0 1,5
24 1 93,3 23 0.7 33 03 3.7 98,7 0.7 0.7 0.0 0.0 0.0
25 0 99,0 0.0 0.0 0.5 0.5 1.0 91,5 3.0 15 2,0 15 3.3
26 0 95,3 0.5 0.8 25 1,0 3.5 95,0 0.0 1,0 4.0 0.0 4.0
27 | obis1 | 890 1,5 10 7.3 1,0 8.3 93,0 0.3 15 23 0.3 3,0
28 | Obis1 | 985 0.5 0.0 1,0 0.0 1,0 97,0 1,0 0.0 1,5 0.5 2,0
29 | Obisl | 980 2,0 0.0 0.0 0.0 0.0 98,0 1,0 0.0 1,0 0.0 1,0
30 1 86,5 0.0 2,0 9.5 2,0 115 95,0 25 1,0 1,5 0.0 1,5
32 1 86,0 25 15 7.5 25 100 95,6 0.1 0.1 33 0.9 4.1
33 1 95.0 0.0 0.0 3.0 2.0 50 96.0 0.8 0.0 18 15 33

MW 92,9 15 0,5 4,0 11 51 94,8 13 0,6 2,8 0,5 33

SD 42 11 0.6 3,0 1,0 3,7 41 11 0,7 40 0,7 44

SEM 11 03 02 0,8 03 0,9 L0 03 02 1,0 02 11

Tabelle &

Leicht entzindliches Bronchusgewebe der Passadga@estellt ist der Anteil er jeweiligen Zellen in Prozergowie
Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD) und Standardfehks Wittelwertes (SEM) aus diesen Werté&he Werte
liegen gerundet vor. "Aneuploide gesamt” setzt gikammelaus Tetraploiden und allen anderen Aneuploiden.
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leicht entziindliches Bronchusgewebe P1
Epithelzellen Nichtepithelzellen
Fall-Nr. |Entz-grad |Diploide |Trisomie 7 |Trisomie 8 |Tetraploide |Aneuploide |Aneuploide gesamt |Diploide |Trisomie 7 |Trisomie 8 |Tetraploide |Aneuploide |Aneuploide gesamt
10 1 90.0 4.0 0.0 6.0 0.0 6.0 95.0 0.5 0.0 4.5 0.0 4.5
11 1 Zellkultur nur bis PO
12 1 88.0 1.0 0.0 11.0 0.0 11.0 98.0 0.0 0.5 1.5 0.0 1.5
13 1 96.0 0.0 0.0 4.0 0.0 4.0 97.3 05 0.0 23 0.0 2,
18 Obis 1 90.5 0.0 2.0 7.5 0.0 75 95.5 1.0 0.5 20 1.0 3.0
19 1 90.5 0.5 2.0 5.0 2.0 7.0 95.0 0.5 0.0 3.5 1.0 4.5
24 1 87.0 1.5 1.5 10,0 0.0 10,0 92.0 2.0 4.0 1.0 1.0 2.0
25 0 Zellkultur nur bis PO
26 0 Zellkultur nur bis PO
27 Obis 1 Zellkultur nur his P0
28 Obis 1 98.0 0.0 0.0 2.0 0.0 2.0 97.5 0.0 0.0 2.0 0.5 2.5
29 O bis 1 Zellkultur nur bis PO
30 1 79.5 2.0 0.0 12.0 6.5 18.5 96.0 0.0 0.0 4.0 0.0 4.0
32 1 84.5 2.5 1.5 11.0 0.5 11.5 94.5 2.0 0.0 3.0 0.5 3.5
33 1 90.0 1.5 0.0 7.5 1.0 8.5 96.0 03 0.2 27 0.8 3.5
MW 89.4 13 0,7 7.6 1.0 8.6 95,7 0,7 0.5 2.6 0.5 31
sD 53 1.3 0.9 34 2,0 4.6 1.7 0.8 1.2 11 0.5 1.0
SEM 1,7 0.4 03 1.1 0.6 15 0.6 02 0.4 0.4 0,1 03
Tabelle €

Leicht entzindliches Bronchusgewebe der Passadearbestellt ist der Anteil er jeweiligen Zellen in Prozent sowie Mittelwert
(MW), Standardabweichung (SD) und Standardfehler detelMdrtes (SEM) aus diesen Wertddie Werte liegen gerundet v
"Aneuploide gesamt" setzt sich zusamraus Tetraploiden und allen anderen Aneuploiden.
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leicht entziindliches Bronchusgewebe P2
Epithelzellen Nichtepithelzellen
Fall-Nr. |Entz-grad |Diploide |Trisumie 7 |Trisumie 8 Il'etrnpluide |Aneupluide |Aneupluide gesamt |Diploide |Trisumie 7 |Trisumie 8 |1'etrnpluide |Aneupluide |Aneupluide gesamt
10 1 ZLellkultur nur bis P1
11 1 Zellkultur nur bis PO
12 1 855 0.0 1.0 13,0 05 135 98.0 0.0 0.0 2.0 0.0 2.0
13 1 83,0 0,0 0.0 15.0 2.0 17.0 96,2 0,0 03 3.2 03 3.5
18 0 bis 1 81.5 1.5 0.0 13.0 4.0 17.0 943 0.2 0.2 5.2 0.2 5.3
19 1 75.0 1.0 1.5 16.0 6.5 225 95.0 1.5 0.0 3.5 0.0 3.5
24 1 96.0 1.0 0.5 2.5 0.0 2.5 95.5 1.5 1.0 2.0 0.0 2.0
25 0 Zellkultur nur his P0
26 0 Lellkultur nur bis PO
27 Obis 1 Zellkultur nur bis PO
28 0bis 1 810 [ o0 [ w00 [ 170 | 20 ] 19.0 200 [ o0 [ w00 [ 10 | o0 ] 1.0
29 O bis 1 Zellkultur nur bis PO
30 1 87.0 0.5 1.0 9.0 25 11,5 97.0 0.0 0.0 2.0 1.0 3.0
32 1 91.0 0.0 0.0 9.0 0.0 9.0 98.0 1.0 0.5 0.0 0.5 0.5
33 1 90,0 1.0 2.0 7.0 0.0 7.0 96,8 0.2 03 22 ] 2
MW 85,6 0.6 0.7 113 1.9 132 96,6 0,5 03 23 03 2.6
SD 6,3 0,6 0.8 4.8 22 6,3 1.5 0,7 0.3 1.5 0.3 1.5
SEM 21 0.2 03 1.6 0.7 21 05 0.2 0.1 0,5 0.1 0,5
Tabelle 7

Leicht entzindliches Bronchusgewebe der Passadrai@estellt ist der Anteil er jeweiligen Zellen in Prozent sowie Mittelwert
(MW), Standardabweichung (SD) und Standardfehler detelMértes (SEM) aus diesen Werten. Dierte liegen gerundet vi
"Aneuploide gesamt” setzt sich zusamraus Tetraploiden und allen anderen Aneuploiden.
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stark entziindliches Bronchusgewebe P0
Epithelzellen Nichtepithelzellen
Fall-Nr.|Entz-grad | Diploide | Trisomie 7 |Trisomie 8|Tetraploide | Aneuploide | Aneuploide gesamt |Diploide | Trisomie 7 |Trisomie 8 |Tetraploide | Aneuploide | Aneuploide gesamt
14 1bis 2 92.0 2.0 0.5 55 0.0 5.5 94.0 2.0 1.5 25 0.0 25
15 1bis 2 90.0 5.5 0.0 3.5 1.0 45 94.0 15 0.0 3.5 1.0 45
16 2bis 3 91.0 1.0 0.5 7.0 0.5 7.5 96.5 2.0 0.0 1.5 0.0 1.5
17 3 913 2.0 0.3 53 13 6.5 95.0 25 0.5 15 0.5 2.0
20 1bis 2 90.5 0.0 0.5 9.0 0.0 9.0 97.8 0.5 0.5 13 0.0 13
21 2 90.5 1.0 0.5 8.0 0.0 8.0 93.0 25 1.0 25 1.0 3.5
22 2 89.5 0.0 1.5 9.0 0.0 9.0 99.0 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0
34 2 94.7 0.9 0.9 3.3 0.3 3.5 94.8 1.7 0.3 1.8 1.5 3.3
MW 91.2 1.5 0.6 6.3 0.4 6.7 95,5 1.7 3 1.8 0.5 23
SD 1.6 18 0.4 23 0,5 21 21 0,7 0.5 1.0 0.6 14
SEM 0.6 0.6 0.2 0.8 0.2 0,7 0.7 0.2 0.2 0.4 0.2 0.5
Tabelle &

Stark entzindliches Bronchusgewebe der Passagar@e®ellt ist der Anteiler jeweiligen Zellen in Prozent sowie Mittelwert
(MW), Standardabweichung (SD) und Standardfehler detelM#rtes (SEM) aus diesen Wertéie Werte liegen gerundet v

"Aneuploide gesamt" setzt sich zusamraus Tetraploiden und allen anderen Aneuploiden.
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stark entziindliches Bronchusgewebe P1
Epithelzellen Nichtepithelzellen
Fall-Nr.|Entz-grad [Diploide [ Trisomie 7|Trisomie 8| Tetraploide | Aneuploide | Aneuploide gesamt [Diploide | Trisomie 7|Trisomie 8| Tetraploide | Aneuploide | Aneuploide gesamt

14 1hbis 2 87.0 1.5 1.0 8.0 2.5 10.5 95.0 0.8 0.3 4.0 0.0 4.0

15 1bis 2 zu wenig Epithelzellen 898 0.8 0.0 9.0 0.5 9.5

16 2bis 3 92.0 1,0 0.5 6.5 0.0 6.5 95.5 1,0 0.0 3.5 0.0 3.5

17 3 85.0 7.5 1.0 5.0 1.5 6.5 96.8 1.8 0.3 1.3 0.0 1.3

20 1bis 2 85.5 1.5 1.0 9.0 3.0 12.0 97.0 2.0 0.0 1.0 0.0 1.0
21 2 Zellkultur nur bis P0

2 2 93.0 2.0 00 | 50 0,0 5.0 975 | 10 [ o0 | 05 [ 10 | 15
34 2 Zellkultur nur bis P0

MW 88.5 2.7 0.7 6,7 14 8.1 95,3 1.2 0.1 32 03 35

SD 37 2,7 0.4 1.8 14 30 29 0.5 0.1 32 0.4 32

SEM 1.7 1.2 0.2 0.8 0.6 13 1.2 0.2 0.1 13 0.2 13

Tabelle ¢

Stark entziindliches Bronchusgewebe der Passagarfefellt ist der Anteiler jeweiligen Zellen in Prozent sowie Mittelwert
(MW), Standardabweichung (SD) und Standardfehler detelM#rtes (SEM) aus diesen Wertédie Werte liegen gerundet v
"Aneuploide gesamt" setzt sich zusamraus Tetraploiden und allen anderen Aneuploiden.

Bueyuy
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stark entziindliches Bronchusgewebe P2

Epithelzellen Nichtepithelzellen
Fall-Nr.|Entz-grad | Diploide |Trisomie 7 |Trisomie 8 |Tetraploide|Aneuploide | Aneuploide gesamt |Diploide |Trisomie 7 |Trisomie 8 |Tetraploide| Aneuploide | Aneuploide gesamt

14 1 bis 2 90,0 1.0 1.0 7.0 1.0 8.0 96,8 2.0 0.0 13 0.0 13
15 1 bis 2 84.0 0.0 0.0 16.0 0.0 16.0 96,5 0.0 0.0 35 0.0 35
16 2 bis 3 82,0 0.0 1.0 135 3.5 17.0 95.5 0.8 0.5 33 0.0 33
17 3 835 1.0 0.0 115 4.0 155 96.0 1.0 0.0 30 0.0 30
20 1bis 2 zu wenig Epithelzellen 96.5 0.5 1.0 2.0 0.0 2.0
21 2 Zellkultur nur bis PO
22 2 90,0 20 0.0 8.0 | 0.0 8.0 96,5 | 1.5 0.0 20 0.0 20
34 2 Zellkultur nur bis PO

mean 859 0.8 0.4 11.2 1.7 12.9 96.3 1.0 03 25 0.0 25

SD 38 0.8 0.5 38 1.9 4.5 0.5 0.7 0.4 0.9 0.0 0.9

SEM 17 0.4 0.2 1.7 0.9 20 0.2 0.3 02 0.4 0,0 0.4

Tabelle 1C

Stark entzindliches Bronchusgewebe der Passagarge®fiell ist der Anteil der jeweiligen Zellen in Prozentwse Mittelwert
(MW), Standardabweichung (SD) und Standardfehler detelMértes (SEM) aus diesen Wertddie Werte liegen gerundet v
"Aneuploide gesamt" setzt sich zusamraus Tetraploiden und allen anderen Aneuploiden.

Bueyuy
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Epithelzellen Nichtepithelzellen
Fall-Nr. | Tumorart | Diploide | Trisomie 7 | Trisomie 8 | Tetraploide | Aneuploide | Aneuploide gesamt | Diploide | Trisomie 7 | Trisomie 8 | Tetraploide | Aneuploide | Aneuploide gesamt

1 ACA 80.0 2.0 1.0 11.0 6.0 17.0 86.0 3.0 1.0 7.0 3.0 10.0
2 ACA 81.0 0.5 0.0 8.0 0.5 8.5 96.0 2.5 0.0 1.0 0.5 1.5
3 ACA 754 5.7 0.0 5.7 132 18.9 924 52 0.0 1.9 0.5 24
4 ACA 89.5 2.0 6.0 0.5 2.0 2.5 90.0 1.0 6.5 0.5 2.0 2.5

5 PEC 805 3.0 3.5 15 25 4.0 zu wenig Nichtepithelzelle:
6 PEC 93.0 1.5 0.3 4.8 0.5 5.3 98.0 5 0.0 0.5 0.0 0.5
7 PEC 88.0 0.0 0.0 4.0 8.0 12,0 93.5 0.5 2.0 2.0 2.0 4.0
g PEC 91.5 5.0 1.0 25 0.0 25 75.0 7.0 2.0 14.0 2.0 16.0
9 groBzell. Ca| 82.0 4.0 2.0 5.5 6.5 12.0 92.0 5.5 0.0 25 0.0 25
10 ACA 31.0 5.5 5.5 42.0 16.0 58.0 97.5 0.0 0.5 1.5 0.5 2.0
11 ACA 95.1 0.5 0.5 3.5 0.4 3.9 96.5 2.0 0.0 1.0 0.5 1.5
12 ACA 17.0 4.0 6.5 33.0 39.5 725 95.0 1.8 0.0 23 1.0 33
13 ACA 14.0 2.5 5.0 62.0 16.5 78.5 97.5 0.0 0.5 1.0 1.0 2.0
14 ACA 87.0 0.0 0.0 12,0 1.0 13.0 93.0 4.0 0.0 3.0 0.0 3.0
15 ACA 12.0 9.0 1.5 32.5 45.0 77.5 97.0 1.0 1.0 0.5 0.5 1.0
16 ACA 755 1.5 3.0 15,0 5.0 20.0 96.0 1.5 0.0 2.5 0.0 2.5
17 ACA 89.0 1.0 0.0 7.0 3.0 10.0 96.3 1.5 0.2 1.5 0.5 2.0
18 PEC 81.0 0.5 0.5 14.0 4.0 18.0 96.3 03 0.0 3.5 0.0 3.5
19 PEC 97.0 1.0 1.0 1.0 0,0 1.0 953 0.8 1.0 28 03 3.0
20 PEC zu wenig Epithelzellen 96.2 04 0.6 26 0.1 2.8
21 PEC zu wenig Epithelzellen 97.5 05 0,5 15 0.0 15
22 PEC 37.5 2.0 0.5 49.5 10.5 60.0 943 03 0.0 5.5 0.0 5.5
24 SCLC 552 0.8 0.8 11.6 3.6 43.2 96.5 1.5 0.0 1.5 0.5 2.0
MW 70,1 25 1.8 15,6 10,1 25,6 94.0 19 0,7 27 0,7 34
SD 292 23 22 17.6 132 27,0 51 19 14 3,0 0.8 34
SEM 6.4 0,5 0,5 38 2.9 59 1.1 0.4 0,3 0,6 0,2 0,7

Tabelle 11:

Tumorgewebe der Passage 0. Dargestellt ist derilAter jeweiligen Zellen in Prozent sowie Mittelwert ¥, Standardabweichung
(SD) unc Standardfehler des Mittelwertes (SEM) aus diesemt® Die Werte liegen gerundet vor. "Aneuploide gesasetzt sicl

zusammelaus Tetraploiden und allen anderen Aneuploiden.

Bueyuy
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Tumorgewebe P1
Epithelzellen Nichtepithelzellen
Fall-Nr.| Tumorart | Diploide | Tri Tri ie 8 | Tetraploide | Aneupl Aneuploide gesamt | Diploide | Trisomie 7| Trisomie 8 | Tetraploide | Aneuploide | Aneuploide gesamt
1 ACA 92.0 0.0 0.0 8.0 0.0 8.0 94.0 1.0 0.5 3.5 1.0 4.5
2 ACA 90.5 2.0 1.0 4.5 2.0 6.5 97.0 0.5 0.0 2.0 0.5 2.5
3 ACA 74.0 0.0 6.5 155 4.0 19.5 95.5 0.5 25 1.5 0.0 15
4 ACA 78.0 0.0 4.5 7.5 10.0 17.5 95.0 0.5 0.5 3.5 0.5 4.0
5 PEC zu wenig Epithelzellen 96.5 0,0 05 3.0 0,0 3.0
6 PEC zu wenig Epithelzellen 98.0 1.5 0.5 0.0 0.0 0.0
7 PEC 96.0 0.0 0.0 4.0 0.0 4.0 97.5 0.5 0.0 2.0 0.0 2.0
g PEC 80.0 3.0 3.0 12.0 2.0 14.0 94.5 1.0 0.5 4.0 0.0 4.0
9 groBzell. Ca| 82.0 0.0 0.0 15.0 3.0 18.0 96.0 0.0 0.0 4.0 0.0 4.0
10 ACA Zellkultur nur his PO
11 ACA 88.5 7.0 0.5 1.0 3.0 4.0 98.5 0.0 0.0 1.5 0.0 1.5
12 ACA 96.5 0.0 0.0 3.5 0.0 3.5 48.0 4.0 0.0 220 26.0 48.0
13 ACA 22,5 25 8.0 50.0 17.0 67.0 94.0 0.0 1.5 4.5 0.0 4.5
14 ACA 85.0 1.0 0.5 11.0 25 13.5 94.0 0.8 0.5 43 0.5 4.8
15 ACA 89.0 0.5 0.0 6.0 4.5 10.5 95.5 0.0 0.0 4.0 0.5 4.5
16 ACA 77.5 0.5 8.0 9.5 4.5 14.0 95.5 3.5 0.5 0.0 0.5 0.5
17 ACA 86.0 3.0 0.0 9.5 1.5 11.0 96.5 1.8 0.0 1.3 0.5 1.8
18 PEC 84.0 0.0 0.0 10.0 6.0 16.0 95.0 1.5 0.0 3.2 03 3.5
19 PEC 88.0 0.0 0.0 10,0 2.0 12.0 94.8 03 03 3.5 1.3 4.8
20 PEC 62.0 4.0 0.0 32.0 2.0 34.0 zu wenig Nichtepithelzellen
21 PEC 75.5 0.0 4.0 15.0 5.5 20.5 91.5 0, 5.0 2.0 15 3.5
22 PEC 64.0 3.0 1.0 28.0 4.0 32.0 93.5 2.5 1.5 1.5 1.0 25
24 SCLC 49.0 2.0 3.5 11.0 34.5 45.5 94.8 0 0.0 4.5 0.0 4.5
MW 78.0 1.4 2.0 132 54 18.6 931 1.0 0.7 36 1.6 5.2
SD 17.6 19 28 11,5 7.9 15,6 10,5 11 1.2 4.4 5.6 9.9
SEM 3.9 0.4 0.6 2.6 1.8 3.5 2.3 0.2 0.3 1.0 1.2 2.2
Tabelle 1%

Tumorgewebe der Passage 1. Dargestellt ist derilAtge jeweilicen Zellen in Prozent sowie Mittelwert (MW), Stardioweichung
(SD) unc Standardfehler des Mittelwertes (SEM) aus diesent&d. Die Werte liegen gerundet vbAneuploide gesamt” setzt s

zusammelaus Tetraploiden und allen anderen Aneuploiden.

Bueyuy
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Tumorgewebe P2
Epithelzellen Nichtepithelzellen
Fall-Nr.| Tumorart | Diploide |Trisomie 7 | Trisomie § |Tetrapluide IAneupluide Aneuploide gesamt |Diploide |Trisomie 7 | Trisomie 8§ |Tetraploide |Aneuploide |Aneuploide gesamt

1 ACA 92.0 25 0.0 5.0 0.5 5.5
2 ACA 935 0.5 0.5 5.5 0.0 55 955 2.0 0.0 25 0.0 25
3 ACA 895 4.5 0.5 4.5 1.0 55 96.5 1.0 0.0 25 0.0 25
4 ACA zu wenig Epithelzellen 96.5 1.0 0.0 2.5 0.0 25
5 PEC zu wenig Epithelzellen 96.0 0.5 0.5 2.5 0.5 3.0
6 PEC 97.5 1.0 0.0 1.0 05 15 93.0 4.5 0.5 2.0 0.0 2.0
7 PEC 83.0 1.0 1.0 13.0 2.0 15.0 95,5 03 0.0 4.0 03 4.3
8 PEC 955 0.5 0.0 4.0 0.0 4.0
9 groBzell. Ca| 86.5 0.0 15 100 2.0 12.0 96.0 18 0.3 18 03 2.0

10 ACA Zellkultur nur bis PO

11 ACA Zellkultur nur bis P1
12 ACA 84.0 0.0 0.0 12.0 4.0 16.0 925 0.0 1.0 6.5 0.0 6.5
13 ACA 395 3.0 15 46,0 10,0 56,0 93.0 05 1.0 55 0.0 55
14 ACA 91.0 0.5 0.0 8.0 0.5 85 948 0.5 0.0 4.5 03 4.8
15 ACA 91.0 1.0 0.0 7.5 0.5 8.0 95.5 15 0.0 3.0 0.0 3.0
16 ACA 64.0 15 8.0 17.0 95 26,5 4.0 1.0 0.5 3.8 0.8 4.5
17 ACA 83.0 05 0.5 13.0 3.0 16.0 97.0 0.8 0.5 18 0.0 1.8
18 PEC 88.0 4.0 0.0 4.0 4.0 8.0 95,5 0.5 0.5 3.5 0.0 35
19 PEC zu wenig Epithelzellen 96.5 2.0 0.5 1.0 0.0 1.0
20 PEC zu wenig Epithelzellen 98.0 0.5 0.0 15 0.0 1.5
21 PEC 950 0.0 0.0 4.5 0.5 5.0 97.0 0.0 0.0 3.0 0.0 3.0
22 PEC 70.0 1.0 1.0 220 6.0 28.0 96.3 1.0 0.8 15 0.5 2.0
24 SCLC 955 15 0.0 3.0 0.0 3.0 96,5 2.0 0.0 15 0.0 1.5
MW 834 13 1.0 114 29 143 95.4 12 03 3.0 0.1 32
SD 152 14 2.0 11,1 33 14,0 1.6 1.0 03 15 02 15
SEM 39 04 0.5 29 0.8 3.6 04 02 0,1 03 0.1 03

Tabelle 1%

Tumorgewebe der Passage 2. Dargesist der Anteil der jeweiligen Zellen in Prozent sewdittelwert (MW), Standardabweichung
(SD) unc Standardfehler des Mittelwertes (SEM) aus diesent®d Die Werte liegen gerundet vor. "Aneuploide gesasetzt sicl
zusammelaus Tetraploiden und allen anderen Aneuploiden.

Bueyuy
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Adeno- und Plattenepithelkarzinome P0
Epithelzellen Nichtepithelzellen
FallNr. | Tumeorart | Diploide | Trisomie 7 Trisomie 8 Tetraploid Aneuploid Aneuploide g t Diploide | Trisomie 7 | Trisomie 8 Tetraploid Aneuploid Aneuploide g t

1 ACA 80,0 2.0 1.0 11,0 6.0 17.0 86,0 3.0 1.0 7.0 3.0 10,0
2 ACA 91.0 0.5 0.0 8.0 0.5 8.5 96,0 25 0.0 1.0 0.3 15
3 ACA 754 57 0.0 57 132 18,9 924 52 0.0 19 03 24
4 ACA 895 20 6.0 03 20 25 90,0 1.0 6.5 0.3 20 25
10 ACA 31.0 55 55 420 16.0 58.0 975 0.0 0.5 15 0.5 2.0
11 ACA 95.1 0.5 0.5 35 04 3.9 96.5 2.0 0.0 1.0 0.5 L5
12 ACA 17.0 4.0 6.5 33.0 39.5 725 95.0 1.8 0.0 23 L0 33
13 ACA 14.0 25 5.0 62.0 16,5 78.5 97.5 0.0 0.5 1.0 L0 2.0
14 ACA g7.0 0.0 0.0 12,0 1.0 13.0 93.0 4.0 0.0 3.0 0.0 3.0
135 ACA 12,0 9.0 L5 325 45.0 715 97.0 1.0 1.0 0.5 0.5 1.0
16 ACA 75.5 L5 3.0 15.0 5.0 20.0 96.0 L5 0.0 23 0.0 15
17 ACA £9.0 1.0 0.0 7.0 3.0 10.0 26.3 1.5 0.2 1.5 0.5 2.0

MW 63.0 29 24 194 123 31,7 94.4 20 0.8 20 0.8 2.8

SD 33,7 27 2,6 18.8 152 304 35 1.5 1.8 1.8 0.9 24

SEM 9.7 0.8 0.8 54 44 8.8 1,0 0.4 0.5 0.5 0.2 0.7

Epithelzellen Nichtepithelzellen
Fall Nr. | Tumorart | Diploide | Trisomie 7 Trisomie § Tetraploid Aneuploid Aneuploid Diploide | Trisomie 7 Trisomie 8 | Tetraploid | Aneuploid Aneuploid

5 PEC 895 3.0 3.5 1.5 2.5 4.0 zu wenig Nichtepithelzellen
6 PEC 93.0 L5 03 4.8 0.5 53 928.0 L5 0.0 0.5 0.0 0.5
7 PEC 280 0.0 0.0 4.0 8.0 12.0 93.5 0.5 2.0 2.0 2.0 4.0
g PEC 915 5.0 1.0 25 0.0 25 75,0 7.0 2.0 14,0 2.0 16.0
18 PEC 81,0 0.5 0.3 14.0 4.0 18.0 96,3 0.3 0.0 33 0.0 3.5
19 PEC 97.0 1.0 1.0 1.0 0.0 1.0 933 0.8 1.0 28 03 3.0
20 PEC zu wenig Epithelzellen 96,2 04 0.6 2.6 0.1 18
21 PEC zn wenig Epithelzellen 97.5 0.3 0.3 1.5 0.0 1.5
0 PEC 373 20 | 05 | 495 ] 105 | 60,0 943 03 0,0 55 0,0 55

MW 82,5 1.9 1.0 11,0 3.6 14,7 932 14 0.8 4,0 0.5 4.6

SD 204 1.7 12 17.5 4,2 209 7,5 23 0.8 43 0.9 49

SEM 7,7 0.6 0.4 6.6 1.6 7,9 2,7 0.8 0.3 1,5 0.3 1,7

Tabelle 1«

Adenc- und Plattenepithelkarzinomgewebe der Passage@eBtellt ist der Anteil der jeweiligen Zellenfnozent sowie Mittelwert
(MW), Standardabweichung (SD) und Standardfehler detelMidrtes (SEM) aus diesen Wertddie Werte liegen gerundet v
"Aneuploide gesamt" setzt sich zusamraus Tetraploiden und allen anderen Aneuploiden.

Bueyuy
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Adeno- und Plattenepithelkarzinome P1
Epithelzellen Nichtepithelzellen
Fall-Nr. | Tumorart | Diploide | Trisomie 7 Trisomie 8 Tetraploid Aneuploid Aneuploide g t Diploide | Trisomie 7 Trisomie 8§ Tetraploid Aneuploid Aneuploide g t

1 ACA 92,0 0.0 0.0 8.0 0.0 8.0 94.0 1.0 0.5 35 1.0 4.5
2 ACA 90.5 2.0 L0 4.5 2.0 6.5 97.0 0.5 0.0 2.0 0.5 25
3 ACA 74.0 0.0 6.5 15.5 4.0 19.5 95.5 0.5 25 1.5 0,0 15
4 ACA 78.0 0.0 45 15 10.0 175 95.0 0.5 0.5 3.5 0.5 4.0
10 ACA Zellkultur nur bis PO
11 ACA 88.5 0.5 1.0 3.0 4.0 985 0.0 0.0 1.5 0.0 135
12 ACA 96.5 0.0 3.5 0.0 35 48.0 4.0 0.0 220 26.0 48.0
13 ACA 225 2 8.0 50,0 17.0 67 94.0 0.0 15 45 0.0 45
14 ACA 85.0 | 0.5 110 2.5 13,5 94.0 0.8 0.5 43 0.5 4.8
15 ACA 89.0 0.5 0.0 6.0 4.5 10.5 955 0.0 0.0 4.0 0.5 4.5
16 ACA 77.5 5 2.0 9.5 4.5 14,0 95.5 35 0.5 0.0 0.5 0.5
17 ACA 86.0 0.0 9.5 15 11.0 96.5 18 0.0 13 0.5 18

MW 80,0 1.5 26 11,5 4.5 15,9 91,2 11 0.5 44 2,7 71

SD 20,2 21 34 134 5,0 17,7 144 14 0,8 6,0 7.7 13,7

SEM 6.1 0.6 1.0 4.0 15 53 43 0.4 02 18 23 41

Epithelzellen Nichtepithelzellen
Fall-Nr. | Tumorart | Diploide | Trisomie 7 Tri ie 8 | Tetraploid | Aneuploid Aneuploide g Diploide | Trisomie 7 Trisomie 8 Tetraploid Aneuploid Aneuploide g

5 PEC zu wenig Epithelzellen 96.5 0.0 0.5 3.0 0.0 3.0
6 PEC zu wenig Epithelzellen 98.0 15 05 0.0 0.0 0.0
7 PEC 96.0 0.0 0.0 4.0 0.0 4.0 97.5 0.5 0.0 2.0 0.0 2.0
8 PEC 80.0 3.0 3.0 12.0 2.0 14,0 945 1.0 0.5 4.0 0.0 4.0
18 PEC 84.0 0.0 0.0 10,0 6.0 16,0 95.0 1.5 0.0 3.2 0.3 3.5
19 PEC 88.0 0.0 0.0 10.0 2.0 12.0 948 03 03 3.5 13 48
20 PEC 62,0 4.0 0.0 320 2.0 34,0 zu wenig Nichtepithelzellen
21 PEC 75.5 0.0 4.0 15.0 5.5 20,5 915 0.0 5.0 2.0 135 3.5
22 PEC 64.0 3.0 1.0 280 4.0 32,0 93.5 25 1.5 1.5 25

MW 78,5 14 11 159 31 18,9 952 0.9 1.0 24 0.5 29

SD 124 1.8 1.7 103 22 10,8 21 0.9 1.7 13 0.6 1.5

SEM 4,7 0,7 0.6 3,9 0.8 4,1 0.8 0.3 0.6 0.5 0,2 0,5

Tabelle 1%

Adenc- und Plattenepithelkarzinomgewebe der Passagarfebtellt ist der Anteil der jeweiligen ZellenRPnozent sowie Mittelwert
(MW), Standardabweichung (SD) und Standardfehler detelMértes (SEM) aus diesen Wertddie Werte liegen gerundet v
"Aneuploide gesamt" setzt sich zusamraus Tetraploiden und allen anderen Aneuploiden.

Bueyuy
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Adeno- und Plattenepithelkarzinome P2
Epithelzellen Nichtepithelzellen
Fall-Nr. | Tumorart | Diploide |Trisomie 7 Tri ie 8 |Tet| ploid |-\ ploid Aneuploide g it Diploid Trisomie 7 Trisomie 8 |Tetraploid Aneuploid Aneuploide g it

1 ACA zu wenig Epithelzellen 92.0 25 0.0 5.0 0.5 5.5

2 ACA 93.5 0.5 0.5 55 0.0 55 95.5 2.0 0.0 25 0.0 25

3 ACA §9.5 4.5 0.5 4.5 1.0 55 96.5 1.0 0.0 25 0.0 25

4 ACA zu wenig Epithelzellen 96.5 1.0 0.0 25 0.0 25
10 ACA Zellkultur nur bis PO
11 ACA Zellkultur nur bis P1

12 ACA 84.0 0.0 0.0 12,0 4.0 16,0 925 0.0 1.0 6.5 0.0 6.5

13 ACA 39.5 3.0 L5 46.0 10.0 56.0 93.0 0.5 L0 5.5 0.0 55

14 ACA 91,0 0.5 0.0 8.0 0.5 85 94.8 0.5 0.0 4.5 03 4.8

15 ACA 91.0 1.0 0.0 7.5 0.5 8.0 955 15 0.0 3.0 0.0 3.0

16 ACA 64.0 15 8.0 17.0 9.5 26,5 94.0 1,0 0.5 3.8 0.8 4.5

17 ACA 83.0 0.5 0.5 13,0 3.0 16,0 97.0 0.8 0.5 1,8 0.0 1.8

MW 79.4 14 14 14,2 36 17.8 94,7 1,1 03 38 0,2 39

SD 18,6 1.5 27 135 4.1 170 18 0,7 04 1.6 03 1.6

SEM 6,6 0,5 1.0 48 14 6,0 0.6 0,2 0.1 0.5 0,1 0,5

Epithelzellen Nichtepithelzellen
Fall-Nr. | Tumorart | Diploide |Trisomie 7 Tri ie 8 |Tet| ploid |-\ ploid Aneuploide g it Diploid Trisomie 7 Trisomie 8 |Tetraploid Aneuploid Aneuploide g it

5 PEC zu wenig Epithelzellen 96.0 0.5 0.5 25 0.5 3,0

6 PEC 97.5 1.0 0.0 1.0 0.5 1.5 93.0 4.5 0.5 2.0 0.0 2.0

7 PEC §3.0 1.0 L0 13.0 2,0 15,0 95.5 0.3 0.0 4.0 03 43

8 PEC zu wenig Epithelzellen 955 0.5 0.0 4.0 0.0 4.0

18 PEC 88.0 4.0 0.0 4 4.0 8.0 955 0.5 05 3.5 0.0 35

19 PEC zu wenig Epithelzellen 96.5 2.0 0.5 1.0 0,0 1.0

20 PEC zu wenig Epithelzellen 98.0 0.5 0.0 13 0,0 15

21 PEC 95.0 0.0 0.0 4.5 0.5 5.0 97.0 0.0 0.0 3.0 0.0 3.0

22 PEC 70,0 1.0 L0 220 6.0 28,0 96.3 1.0 0.8 1.5 0.5 2,0

MW 86,7 14 0.4 8.9 2.6 11,5 95,9 11 03 2.6 0,1 2,7

SD 11,0 1,5 0,5 8.6 24 10,5 14 14 03 1,1 0,2 1,1

SEM 49 0,7 0,2 3,8 1,1 4,7 0,5 0,5 0,1 0.4 0,1 0.4

Tabelle 1¢:

Adenc- und Plattenepithelkarzinomgewebe der Passagargebtellt ist der Anteil der jeweiligen ZellenRnozent sowie Mittelwert
(MW), Standardabweichung (SD) und Standardfehler detelMidrtes (SEM) aus diesen Wertddie Werte liegen gerundet v
"Aneuploide gesamt" setzt sich zusamraus Tetraploiden und allen anderen Aneuploiden.
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Zellen mit mehr als 2 Zentrosomen
Anzahl an diploiden Zellen mit Zentrosomen > 2C Anzahl an tetraploiden Zellen mit Zentrosomen > 2C
Fall-Nr. Ble Bse Tu Fall-Nr. Ble Bse Tu
=2C [%a] =2C [%] >2C [%a] =2C [%] =2C [%0] =>2C [%a]
10 4.8 3.7 10 154 60,0
11 1.6 2.1 11 7.7 286
12 7.4 43 12 77.8 467
14 2.6 2.0 14 20,0 333
15 24 5.7 15 714 27
16 10,0 4.0 16 714 50,0
17 5.0 2,6 17 0,0 41,7
19 43 0,5 19 30,0 37.5
20 0.5 1,1 20 32,0 72,0
21 3.5 11.6 21 714 421
22 1.6 15 22 12,5 50,0
24 1.0 2.2 24 143 1.7
27 24 27 40,0
30 1.0 30 440
MW 4.1 4.5 3.0 MW 327 39.8 33.9
SD 3.0 3.5 3.0 SD 241 31,0 197
SEM 1.1 13 0,9 SEM 9.1 11,7 5.7
Tabelle 17

Zellen mit mehr al2 Zentrosomen (C) in leicht (Ble) und stark(Bsefzéndlichem Bronchusgewelsewie
im Tumorgewebe (Tu). Dargestellt ist der Anteil dallen mit mehr als 2 Zentrosomen (>2C) in Prc
aller digloiden bzw. tetraploiden Zellen sowie Mittelwert W), Standardabweichung (SD) und
Standardfehler deMittelwertes (SEM) aus diesen Werten. Die Wertgdie gerundet vor.
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