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1 Einleitung

1.1 Tumoren der Speicheldriisen

Die Tumoren der Speicheldriisen reprasentieren heims2% und 3% aller Neoplasien

im Kopf- und Halsbereich und treten Uberwiegendi@m grof3en Speicheldrisen auf
(Weber et al., 2002, S. 428). In der Mehrzahl slimbe Tumoren gutartig und entstehen
in der Glandula parotis (Madani und Beale, 20064%2). Maligne Tumoren der Spei-

cheldrisen haben nur eine geringe Inzidenz vorl80D00 (Schoenfeld et al., 2010, S.
1). Jedoch sind Neoplasien der Glandula submaratisutu einem Anteil von beinahe

50% bdsartig und bei Neubildungen der Glandulaatpele trifft dies sogar auf 80% zu

(Madani und Beale, 2006, S. 425).

Die Therapie der Wahl fur benigne und maligne Nasigh der Speicheldrisen besteht
in den meisten Fallen ausschlie3lich in der vatidigen Resektion des Tumors
(Gehrking et al., 2007, S. 195, Lang et al., 28%07). Metastasierende Karzinome in
fortgeschrittenen Stadien stellen sehr haufig émigkation fir eine Neck-Dissection
und gegebenenfalls flr eine postoperative Radddio(Lang et al., 2005, S. 910). Fur
prognostisch sehr ungunstige oder inoperable Tumkwenmen teilweise auch Chemo-
therapeutika, wie beispielweise Cisplatin, 5-Flumezil und Adriamycin zum Einsatz,
die Dbereits Wirksamkeit gegen Malignome der Spdittisen gezeigt haben
(Schoenfeld et al., 2010, S. 2).

Die 5 und 10 Jahreslberlebensrate fiir PatienterKarizinomen der Speicheldriisen
betragt 92% und 90%, wobei die Prognose fur fodigedene Stadien haufig nicht so
gunstig ist (Liu et al., 2010, S. 1). Wichtige Pmogeparameter sind hier auch die histo-
logische Klassifikation des Tumors sowie der hadfggaus ableitbare Malignitatsgrad
(Lang et al., 2005, S. 822). Alsigh-grade” maligne sind das hochgradig maligne Mu-
koepidermoidkarzinom, das SpeichelgangskarzinomdasdKarzinom ex pleomorphes
Adenom einzustufen, wahrend das niedrigmaligne Mpidermoidkarzinom, das Azi-
nuszellkarzinom und das polymorphe niedrigmaligrieokarzinom alslgw gradée
Tumoren angesehen werden konnen (Leivo, 2006, 8). @He haufigsten benignen
Neoplasien der Speicheldriisen sind das pleomorplea@n der Glandula parotis, ge-
folgt von den Zystadenolymphomen und anderen, nptRbmorphen Tumortypen
(Gehrking et al., 2007, S. 195).
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Tabelle 1.1 zeigt die gultige WHOMorld Health Organisation Klassifikation von
2005 fur die histologische Einteilung von Tumorem 8peicheldriisen und verdeutlicht
den enormen Variantenreichtum in dieser Tumorgruppe

Tabelle 1.1: Histologische Einteilung der Speidnégentumoren nach der giiltigen WHO Klassifikation

Maligne epitheliale Tumoren Benigne epitheliale Turaren
Azinuszellkarzinom Pleomorphes Adenom
Mukoepidermoidkarzinom Myoepitheliom
Adenoidzystisches Karzinom Basalzelladenom
Niedrigmalignes polymorphes Adenokarzinom Warthiumor
Epithelial-myoepitheliales Karzinom Onkozytom

Klarzelliges Karzinom (pot otherwise specifi€ld Kanalikulares Adenom
Basalzellkarzinom Talgdriisenadenom
Talgdrisenkarzinom Talgdriisen-Lymphadenom
Talgdrisen-Lymphadenokarzinom

Zystadenokarzinom

Niedrigmalignes kribiformes Zystadenokarzinom Sheigangsadenome

Muzinéses Adenokarzinom Invertiertes duktales Adeno
Onkozytares Karzinom Intraduktales Papillom
Speichelgangskarzinom Sialadenoma papilliferum
Adenokarzinon(,not otherwise specifiedy* Zystadenoma

Myoepitheliales Karzinom

Karzinom ex pleomorphes Adenom Weichgewebstumoren

Karzinosarkom Hamangiom

Metastasierendes pleomorphes Adenom

Plattenepithelkarzinom Hamatolymphoide Tumoren

Kleinzelliges Karzinom Hodgkin Lymphom

Grol3zelliges Karzinom Diffus-grof3zelliges B-Zellthphom
Lymphoepitheliales Karzinom Extranodales Marginakzo B-Zell-Lymphom

Sialoblastom

(modifiziert nach Leivo, 2006, Tabelle 1)
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Als eindeutig gesicherter Risikofaktor fur die Emdiung eines Speicheldriisenkarzi-
noms gilt eine lange zurickliegende StrahlenexjposiEs gibt jedoch auch Hinweise
auf weitere potentiell belastende Faktoren, wieoAld- und Nikotinabusus, genetische
Veranlagung oder Umweltbelastungen (Lang et aD528. 818).

Die molekularbiologischen und immunologischen Metsmen bei der Atiologie der
gut- und bosartigen Speicheldrisentumoren sincebishenfalls nur teilweise erforscht
(Pantelis et al., 2009, S. 526). Neuere Erkenrgriisdben gezeigt, dass bei pleomorphen
Adenomen und Mukoepidermoidkarzinomen eine Veramugrauf chromosomaler
Ebene stattfindet (Cheuk und Chan, 2007, S. 3)e Eiberexpression der Proteine p63
und p73 ist bereits bekannt (Weber et al., 200235). Aul3erdem tragen Mutationen
von Onkogenen, das die Proliferation anregendeg@ntKi-67 und die Uberexpression
des Rezeptors HER-2/nelufman epidermal growth factor recept®) zur Entstehung
der Neoplasien in Speicheldrisen bei (Jaehne ,e2@05, S. 2530). Als Faktoren, die
die Entdifferenzierung von schon bestehenden Sekidisenkarzinomen verstarken
konnen, werden genetische Veranderungen wie p5aitMoen, verstarkte Expression
von Cyclin D1 und eine Uberproduktion des ProteiresbB2 ¢ellular avianerythrob-
lastosis homologuB?2) diskutiert (Cheuk und Chan, 2007, S. 16).

Seit einiger Zeit gibt es auch vermehrt Hinweiseadf dass sogenanntest defense
peptides(HDPs), auch antimikrobielle Peptide (AMPSs) gertamme wichtige Bedeu-
tung bei der Kanzerogenese und der kdrpereigenaroiiabwehr besitzen (Meyer und
Harder, 2007,S. 3125).

1.2 Die Rolle der HDPs bei der Immunabwehr

Die Immunabwehr der Saugetiere setzt sich ausragterenen und der adaptiven (an-
gepassten) Immunabwehr zusammen (Steinstraesasler 2008, S. 528). Die angebore-
ne Immunabwehr kann neben der Aktivierung von Leyken auch eine Reihe von

humoralen Mediatoren in Gang setzten (Meyer undlétar2007, S. 3119). Ein wichti-

ger Teil dieser Primarabwehr des korpereigenen Inaystems ist die Gruppe der an-
timikrobiellen Peptide (Boman, 2003, S. 198). Di¢HePs haben teilweise nicht nur

die Funktion endogener Antibiotika, sondern sorgech durch Chemotaxis fur eine
effektive Zusammenarbeit mit der adaptiven Immuretow(\Wehkamp et al., 2007, S.

258). Einige HDPs besitzen auch antivirales Padéotiler sogar die Fahigkeit Tumor-

zellen zu bekampfen (De Smet und Contreras, 2006338).
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1.3 Die Entdeckung der HDPs

Bereits in den 50er Jahren bemerkte man eine gBgkterien effektive Substanz in
Leukozyten (Meyer und Harder, 2007, S. 3119). D&tem antimikrobiellen Peptide
wurden ca. ein Jahrzehnt spater in Granulozyten Masen und Meerschweinchen
nachgewiesen (Zeya und Spitznagel, 1966, S. 762)eh frihen 70ern konnten Pepti-
de aus Pflanzen isoliert werden, die ebenfallsbakterielle Fahigkeiten aufwiesen
(Fernandez de Caleya et al., 1972, S. 999). Dieretumanen HDPs wurden 1985 aus
menschlichen Granulozyten separiert (Ganz et @85,1S. 1431).

1.4 Einteilung

Die HDPs sind kleine Peptidmolekile, die aus wangje 100 Aminosauren zusam-
mengesetzt sind (Bals, 2000, S. 496). Sie sindipagladen und nahezu ubiquitér in
allen Lebewesen existent (Hancock und Scott, 280@856). Es ist bereits gelungen,
Uber 900 verschiedene antimikrobielle Peptide matifizieren, die in eukaryonten Or-
ganismen vorkommen (Brahmachary et al., 2004, 88DR3Beim Menschen bestehen
im Wesentlichen 2 wichtige Gruppen der HDPs: Dig¢h€licidine und die Defensine
(Steinstraesser et al., 2008, S. 528).

1.4.1 Cathelicidin

Das bis jetzt einzige humane Cathelicidin, LL-3d @wein Vorprotein hCAP1&h(man
cationic antimicrobial proteinl8), wurden 1995 aus Knochenmark isoliert (Laretk
al., 1995, S. 1292). In der sehr vielfaltigen Grigler Cathelicidine der Saugetiere ha-
ben jedoch alle das stabile N-terminale Cathelith den antimikrobiellen C-terminalen
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Bereich gemeinsam (Zanetti et al., 1995, S. 2)hé&aidine sind kationisch und besit-
zen die Struktur einar-Helix (Hirsch et al., 2008, S. 239). Das LL-37 aviror allem in
neutrophilen Granulozyten, Keratinozyten, Epithelges Gastrointestinal-, Respirati-
ons- und Urogenitaltraktes sowie in Mastzellen, blorien und T-Zellen gebildet und
zeichnet sich durch immunmodulierende Fahigkeitem, breites antimikrobielles
Spektrum sowie antivirales und antimykotisches mak aus (Steinstraesser et al.,
2008, S. 529).

1.4.2 Defensine

Die in einer beta-Faltblattstruktur angeordnetenplaipathischen, kationischen Defen-
sine sind in Pflanzen, Insekten sowie Wirbeltievenhanden und spielen auch beim
Menschen eine wichtige Rolle (Pazgier et al., 261294). Die Defensine der Sauge-
tiere bekampfen Bakterien und Viren, werden in laayken und Epithelien gebildet
und haben Bedeutung bei der Koordination der k&pgenen Abwehr (Droin et al.,
2009, S. 918). Beim Menschen gibt es jeweils diepBe der- und der R3-Defensine,
die beide ein Molekulargewicht zwischen 3,6 undD&ksowie 6 Cysteinreste aufwei-
sen, die durch 3 intramolekulare Disulfidbrickenbumden sind (De Smet und Contre-
ras, 2005, S. 1338). Die jeweils unterschiedlichinung der Disulfidbricken ent-
scheidet Uber die verschiedenartige dreidimenseo8aiuktur der Defensine (Pazgier et
al., 2006, S. 1297). Die Gene derund 3-Defensine befinden sich in einem Cluster de
Chromosoms 8p23 (Beisswenger und Bals, 2005, S). Z6ige Defensine wurden
ausschlieBlich in Insekten und Pflanzen gefundei@r und Ganz, 2002, S. 96). Eine
weitere Gruppe, die sogenannt@efensine (cyclische Defensine) wurden bis jetzt
nur aus den Leukozyten von Rhesusaffen isoliezdiea et al., 2006, S. 1297). Abbil-
dung 1.1 verdeutlicht, wie unterschiedlich die @yst¢ der 4 Defensingruppen jeweils
uber die Disulfidbriicken verbunden sind.
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Abbildung 1.1: Organisation der Disulfidbriicken bei den Defensinen A Disulfidbriicken beia-
Defensinen (1-6, 2-4, 8}, (B) Disulfidbriicken bep-Defensinen (1-5, 2-5, 8}, (C) Disulfidbriicken be
den Defensinen von Insekten 41-z-5, 36), (D) Disulfidbriicken und Struktur bei dé-Defensinen
(modifiziert nach Palffy et al., 200@bbildung 1

1.4.2.1 a-Defensine

Beim Menschen gibt es @Defensine, die eine Lange von bis 35 Aminosauren a-
ben und deren 6 Cyst@neweils an den Positione-6, 2-4 und 3-Surct Disulfidbri-
cken verbunden sindBéisswenger und Bals, 2C, S. 256).Abbildung 1.1 zeigt die
Anordnung deDisulfidbricker, wahrend Abbildung 1.2ah dreidimensionalen Aufbz
von a-Defensinerverdeutlicht

Die ersteno-Defensine, die entdeckt wurden, waren gleichzeliggerstererforschten
humanen antimikrobiellen Pept (Ganz et al., 1985, S. 143Die 4 Humanen NeLo-

philen Peptide (HNP-1 HNP-4) werden in neutrophile@ranulozyten, -Zellen, na-
turlichen Killerzellen und TZellen produzie. Diese HDPesitzen umfangreichen-

timikrobielle Aktivitat, wirken effiktiv gegen Candida albicans, déferpes simlex

Virus (HSV) und den Cyimegalievirus (CMV, kénnen Exotoxin inaktivieren und ¢
Immunabwehr ankurbelrH{rsch et al., 20C, S. 239). Die beiderRlumanel Defensine
HD-5 und HD6 entstammen dePaneth 'schen Kdrnerzellebg Smet und Coreras,
2005, S. 1339)Immunhistologsche Tests konnten dieseDefensine in den See-
tionsgranula der Epithelien der Lieberkiihnschenpkey lokalsieren Bevins et al.
1999, S. 912)AulRerdem werden sie neutrophilen Granulozytemnd natirlichen K-

lerzellen gebildet, sind gegen zahlreiche terien undCandida albicans wirksam ui
konnen die Bildung voimterleukir-8 induzieren (Hirsch et al., 2008, 239.
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1.4.2.2 R-Defensine

Die [-Defensine bestehen aus 36 bis 42 Aminosawersen die typischen beta-
Faltblattstruktur auf und die Cysteinreste sindge#svan den Positionen 1-5, 2-4 und 3-
6 Uber Disulfidbriicken verbunden (Beisswenger uats B005, S. 257). Abbildung 1.1
zeigt die Anordnung der Disulfidbriicken der 3-Daiae. In Abbildung 1.2 ist die
dreidimensionale Struktur des Peptids dargestellt.

Das erste 3-Defensin wurde Anfang der 90er Jatsaautrachealen Schleimhaut von
Kihen isoliert (Selsted und Ouellette, 2005, S.)58%& heute hat man im menschli-
chen Genom ungefahr 40 fir R-Defensine codierenglgioRen, sogenannte DEFBs
entdeckt (Pazgier et al., 2006, S. 1297). Die [bsihe stellen eine Art Erstbarriere
gegen Bakterien und Viren dar, da sie in den Epghealer Haut und Schleimhaute ge-
bildet werden (Ouhara et al., 2005, S. 888). Diesgtide haben direkte antimikrobielle
Aktivitat, indem sie mit den Membranen der Mikroangsmen reagieren und sind dabei
gleichzeitig Effektormolekile des angeborenen Imsystems, die die Histaminfreiset-
zung in Mastzellen anregen und Chemoattraktionuaugéife dendritische Zellen sowie
T-Zellen ausiiben (Beisswenger und Bals, 2005, ). 26

a-defensin B-defensin

Abbildung 1.2: Links: dreidimensionale Struktuneso-Defensins, rechts: dreidimensionale Struktur
einesp-Defensins (modifiziert nach Bevins et al., 1998bAdung 1)
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1.4.2.2.1 HBD-1

HBD-1, das zuerst entdeckte menschliche 3-Defdmsinte 1995 aus dem Plasma nie-
renkranker Patienten isoliert werden (Bensch etl&95, S. 332). Es wird konstitutiv
vor allem in T-Zellen, dendritischen Zellen, Epitae der Haut, des Respirations-,
Gastrointestinal- und Urogenitaltraktes gebildeta@i®®-Montes de Oca, 2010, S. 801).
HBD-1 ist wirksam gegen Gram-positive und Gram-tiggeBakterien, Viren und Pilze
und hat immunmodulierende Eigenschaften wie dieiktidn von Interleukinen, die
Degranulation von Mastzellen und die UnterstitzdagPhagozytose (Steinstraesser et
al., 2008, S. 529). HBD-1 wird zum Beispiel auchden Moll-Drisen des Lidrandes
exprimiert und schitzt vermutlich in Zusammenarbeit anderen antimikrobiellen
Peptiden die Augenoberflache vor Infektionen (Steéfrwuber et al., 2008, S. 235).

1.4.2.2.2 HBD-2

HBD-2 wurde erstmals 1997 in psoriatrischen Haigdglien entdeckt (Harder et al.,
1997, S. 861). Dieses antimikrobielle Peptid ishZBeispiel in der Gingiva sowie gin-
givalen Keratinozyten nachweisbar und wird in entgten Regionen verstarkt gebildet
(Mathews et al., 1999, S. 2743). Es zeigt ein &heb Wirkspektrum wie hBD-1, wird
jedoch in nicht ganz so zahlreichen Korperregionkanstitutiv exprimiert
(Steinstraesser et al., 2008, S. 239). Allerdingsnkdie Produktion von hBD-2 durch
Bakterien (Liu et al., 2002, S. 277) oder EntzUrghzellen (Selsted und Ouellette,
2005, S. 553) gesteigert werden. Dies trifft aueBdmders auf die Interleukine IL-113,
IL-6, IL-8 und den Tumornekrosefaktor TNFzu (Pantelis et al., 2009, S. 526).

1.4.2.2.3 HBD-3

Das Peptid hBD-3 wurde 2001 fast gleichzeitig vorrd@schungsgruppen entdeckt
(Garcia et al., 2001, S. 259, Harder et al., 285709). Dunsche et al. konnten mRNA
(messengeRibonukleinsaure) von hBD-3 Uberwiegend in der gayrder Gingiva und
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der Wangen- und Lippenschleimhaut feststellen (Doest al., 2002, S. 123). HBD-3
hat ebenfalls antibakterielle, antivirale sowieimykotische Fahigkeiten und wird pri-

mar in Monozyten, T-Zellen, Epithelien des Gasti@stinal- und Urogenitaltraktes

sowie der Haut und Schleimh&dute exprimiert (Steaestser et al., 2008, S. 529). Die
Bildung von hBD-3 kann durch IFN-u (Interferon-yhgekurbelt werden und wirkt

chemotaktisch auf Monozyten (Garcia et al., 200263).

1.4.3 Psoriasin

Psoriasin war 1991 als ein neues Calcium-bindeB8d€€-Protein in den Lasionen pso-
riatrischer Haut entdeckt worden (Madsen et al911%. 707). Dieses HDP mit dem
Molekulargewicht von 11,4 kDa, ist ein Mitglied d8400 Genfamilie und liegt auf
dem S100 Gencluster auf Chromosom 1g21, weshadu@s als S100A7 bezeichnet
wird (Watson et al., 1998, S. 567). Alle S100 Frwebesitzen 4i-Helices und 2 Cal-
cium-Bindungsstellen des EF-Hand-Typs (Eckert ¢804, S. 25). Psoriasin wird vor
allem in psoriatrischen Keratinozyten exprimiern¢back et al., 2002, S. 43). S100
Proteine haben eine Reihe von Funktionen, wie ¥dlisprogression und intrazellulére
Calcium-Signalubermittlung und sie besitzen einencbtaktische Wirkung auf Leuko-
zyten (Eckert et al., 2004, S. 30). Psoriasin isksam gegen Gram-positive sowie
Gram-negative Bakterien und kann die Haut vor ltiéglen mit Escherichia coli schiit-
zen (Glaser et al., 2005, S. 60). Aul3erdem istEkpression von Psoriasin bei der
Wundheilung, einigen entztindlichen oder hyperpeddifiven Hauterkrankungen sowie
bei der atopischen Dermatitis und bei Mykosen erfidhou et al., 2008, S. 1).
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1.5 Die Expression der HDPs in Speicheldriisen

Die Speicheldrisen exprimieren dasst defense pepti@athelicidin (LL37) (Woo et
al., 2003, S. 3). Auch im Speichel ist dieses Reptithalten (Murakami et al., 2002, S.
848). Die Glandula parotis und die Glandula subriandris bilden in den Zellen der
Ausfuhrungsgange au3erdem das antimikrobielle &@éfistatin, das im Speichel ver-
mutlich Wirksamkeit gegen Candida albicans begiiéeyer und Harder, 2007, S.
3119). Diea-Defensine HNP-1, HNP-2 und HNP-3 sind im Speidwtie in den klei-
nen Speicheldrisen und der Glandula submandibuiadsweisbar (Tao et al., 2005, S.
3885). Zusatzlich sind im Speichel einige weitenéimikrobielle Bestandteile enthal-
ten, die die Mundschleimhaut vor Infektionen schiitavie Lysozyme, Lactoferrin und
Agglutinin (Dale und Fredericks, 2005, S. 123).

1.5.1 Die Expression von hBD-1, hBD-2 und hBD-3 in Speighdriisen

In der Glandula parotis, der Glandula submandilmiland den kleinen Speicheldriisen
wurde mRNA des antimikrobiellen Peptids hBD-1 gefeim (Bonass et al., 1999, S.
372). Sahasrabudhe et al. entdeckten das Peptidlh@®idch immunhistologische Un-
tersuchungen in den Ausfliihrungsgangen der kleirmicBeldrisen sowie mit Hilfe
der Western Blotting Methode im Speichel und veetert eine Bedeutung von hBD-1
bei der lokalen Immunabwehr (Sahasrabudhe et@00,2S. 1673). Bonass et al. konn-
ten 1999 teilweise hBD-2 mRNA in einigen Proben Gé&ndula submandibularis und
der kleinen Speicheldrisen nachweisen (Bonass.,e139, S. 372). Mathews et al.
stellten durch Western Blotting Analyse das PepB®-2 im Speichel fest (Mathews et
al., 1999, S. 2743). In der Glandula submandibsiland in den kleinen Speicheldriisen
konnte man aufierdem mRNA von hBD-3 nachweisen (Ehenet al., 2002, S. 123).
Pantelis et al. entdeckten spater auch in der @Glanghrotis hBD-3 mRNA (Pantelis et
al., 2009, S. 528). Zusatzliche immunhistologistheersuchungen gaben Aufschluss
Uber die genaue Lokalisation von hBD-1, hBD-2 uBDF in der Glandula parotis
und der Glandula submandibularis. Dabei stellté $ieraus, dass hauptsachlich die
Ausfihrungsgange und die azindren Endstlcke desddri&xpression zeigten (Pantelis
et al., 2009, S. 528).
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1.5.2 Die Expression von Psoriasin in Speicheldrisen

Uber die Expression des antimikrobiellen Peptidsrisin in Speicheldriisen sind noch
keine Studien veroffentlicht worden.

In der Zunge und im Speichel konnte Psoriasin jedoereits nachgewiesen werden
und hat dort vermutlich Bedeutung fur die orale lnmabwehr (Meyer und Harder,
2007, S. 3120).

1.6 Die Rolle der HDPs bei der Tumorentstehung

Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass die HDPsalignen Tumoren anders regu-
liert werden als in gesundem Gewebe (Meyer und ¢tag007, S. 3122).

Das humanei-Defensin-1 (HNP-1) konnte im Speichel von Patiamet Plattenepi-
thelkarzinomen nachgewiesen werden (Abiko et 8032 S. 248). Auch in der Glandu-
la submandibularis von Patienten mit oralen Plajpéhelkarzinomen wurde das Peptid
HNP-1 gefunden (Mizukawa et al., 2001, S. 2171).Twmorzellen scheinem-
Defensine haufig vermehrte Expression aufzuweiBegaif et al., 2009, S. 922). Einige
3-Defensine zeigen dagegen eher Eigenschaften womorBuppressorgenen (Abiko
und Saitoh, 2007, S. 182).

1.6.1 HBD-1

Es spricht vieles dafir, dass DEFB1, das Gen fiD-iBein Tumorsuppressorgen ist
(Prado-Montes de Oca, 2010, S. 803). Dies scheimt Beispiel bei einigen malignen
urologischen Tumoren Bedeutung zu haben, da alacbesfir deren fehlende hBD-1
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Expression Mutationen des Promoterpunktes vermuegtien (Sun et al., 2006, S.
8548). In einer Studie zeigte sich bei mehr als &Y Prostatatumoren und bei 90%
der Nierenkarzinome keine oder stark abgeschwablatehweisbarkeit von hBD-1
(Donald et al., 2003, S. 503). In Zellkulturen @rostatakarzinomen bewirkte die In-
duktion einer hBD-1 Expression einen durch Caspasgrammierten Zelltod der Tu-
morzellen (Bullard et al., 2008, S. 845). Aul3erdesigte sich, dass dieser Effekt be-
sonders deutlich bei Zellen eines ProstatakarzinomSpéatstadium auftrat (Bullard et
al., 2008, S. 847). In Plattenepithelkarzinomendeunur geringe Expression von hBD-
1 gefunden, was ebenfalls auf eine Rolle diesesndmobiellen Peptids als Tumor-
suppressor hindeutet (Wenghoefer et al., 200863). 6

1.6.2 HBD-2

Sawaki et al. entdeckten durch HPLRigh performance liquid chromatographin
Gewebeproben von oralen PlattenepithelkarzinoméereoKonzentrationen von hBD-
2 als im Kontrollgewebe (Sawaki et al., 2002, 0891 Wenghoefer et al. berichteten
hingegen, dass die Genexpression von hBD-2 mRNgératen Plattenepithelkarzino-
men (OSCCs) geringer als in den Gesundproben wan@Wbefer et al., 2008, S. 662).
In Basalzellkarzinomen zeigte sich die Expression kBD-2 mRNA im Vergleich mit
gesundem Kontrollgewebe jedoch erhdht (Gambichlat.e2006, S. 3). In immunhis-
tologischen Untersuchungen mit Gewebeproben vomgnmel Lungentumoren konnte
aber wiederum eine Korrelation zwischen niedrigBDH Expression und geringem
Differenzierungsgrad festgestellt werden (Shestalaial., 2010, S. 276).

1.6.3 HBD-3

Kesting et al. berichteten Uber eine signifikanbdr@ Expression von hBD-3 mRNA in
oralen Plattenepithelkarzinomen als in gesunder ddanleimhaut, die sich zusatzlich
umso ausgepragter darstellte, je besser der Tuifferethziert war (Kesting et al.,

2009, S.578). Wenghoefer et al. stellten in 5 wutehnten Plattenepithelkarzinomen im
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Vergleich mit gesundem Gewebe auch eine zumineeditlverstarkte Genexpression
von hBD-3 fest (Wenghoefer et al., 2008, S. 662)Zéllen von Basalzellkarzinomen
war die Konzentration an hBD-3 mRNA ebenfalls gggradig hoher als im gesunden
Referenzgewebe (Gambichler et al., 2006, S. 4).

1.7 Die Rolle von Psoriasin bei der Tumorentstehung

Es gibt einige Hinweise darauf, dass Psoriasin Bioke bei der Kanzerogenese spielt
(Banerjee et al., 2005, S. 873). Psoriasin wirdPlattenepithelkarzinomen der Blase
(Celis et al., 1996, S. 2108), und in invasiiemimoren der Brust gebildet (Al-Haddad et
al., 1999, S. 2061). AulRerdem scheint bei Karzinowoher Brustdrise ein Zusammen-
hang zwischen ungunstiger Prognose und Psoriagie&sipn zu bestehen (Krop et al.,
2005, S. 11332). In prakanzerdsen Hautlasione®lattenepithelkarzinomen und Ba-
salzellkarzinomen wurde eine im Vergleich mit Getlwontrollen signifikant vermehrte
Bildung von Psoriasin mMRNA gemessen (Moubayed.ef@D7, S. 256). Kesting et al.
berichteten Uber eine signifikant erhéhte Expression Psoriasin mRNA in oralen
Plattenepithelkarzinomen im Vergleich mit normaldundschleimhaut (Kesting et al.,
2009, S. 734). Banerjee et al. stellten auR3erdénmaununhistologischer Ebene in pra-
maligner und maligner Mundschleimhaut eine starkseriasinexpression fest als in
gesundem Kontrollgewebe (Banerjee et al., 2005,23.8
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1.8 Die Expression der HDPs in Speicheldriisentumoren

In Mukoepidermoidkarzinomen von Speicheldriisen kenn den Zellen der Ausfih-
rungsgange und in den neutrophilen Granulozytee @ostive immunhistologische
Farbung fur diex-Defensine HNP-1, HNP-2 und HNP-3 festgestellt vear@Mizukawa
etal., 2001, S. 2171).

1.8.1 HBD-1

Pantelis et al. fanden in pleomorphen Adenomen sgr@fikant niedrigere Expression

von hBD-1 mRNA als in gesundem Referenzgewebe,sigdsin der Tendenz auch in

den Ergebnissen der immunhistologischen Untersugdmumwiederspiegelte (Pantelis et
al., 2009, S. 528). Wenghoefer et al. untersuckteanigne und 7 maligne Speicheldri-
sentumoren und entdeckten, dass hBD-1 in den Karen und teilweise auch in eini-

gen pleomorphen Adenomen in den Zellkernen akkuerteli Die Autoren vermuteten

daher eine Promotorderegulation als begunstigeRrdktor fur die festgestellte vermin-

derte Proteinexpression von hBD-1 (Wenghoefer.eP@08, S. 3).

1.8.2 HBD-2

In den keratinisierten Regionen eines pleomorphdenadms konnte bereits im Jahr
2003 hBD-2 nachgewiesen werden (Abiko et al., 2@249). In Gewebeschnitten von
10 Mukoepidermoidkarzinomen wurde vor allem in @@dermoiden und intermedia-
ten Tumorzellen hBD-2 immunhistochemisch nachgesvigdlizukawa et al., 2001, S.
2171). Wenghoefer et al. fanden hBD-2 in den Zetlen Ausfihrungsgange, sowohl
der benignen als auch der malignen Tumoren (Werigheeal., 2008, S. 4).
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In der Studie von Pantelis et al., in der die reéatGenexpression durch RT-PCR+(
verse transcription —polymerase chain reakjigemessen wurde, zeigte sich die Ex-
pression von hBD-2 mRNA in pleomorphen Adenomen\Margleich zu gesunden
Speicheldriisen vermindert (Pantelis et al., 200928).

1.8.3 HBD-3

Wenghoefer et al. berichteten tber eine Uberwieg&ngbression des Peptids hBD-3 im
Zytoplasma der Zellen der Ausfiihrungsgange, wakbauf die gut- als auch auf die
bdsartigen Speicheldrisentumoren zutraf (Wenghatfal., 2008, S. 4). Pantelis et al.
fanden auf hBD-3 mRNA-Ebene keinen deutlichen Usdieled zwischen der Expressi-
on von hBD-3 in pleomorphen Adenomen und in gesar@®@eicheldriisen. Immunhis-
tologisch zeigte sich hBD-3 allerdings teilweise @migen pleomorphen Adenomen
auch in den Zellnukleus verschoben (Pantelis @09, S. 528).

1.8.4 Psoriasin

Uber die Expression von Psoriasin in Speicheldriisearen wurde noch keine Studie
veroffentlicht.



Einleitung 25

1.9 Die Wirksamkeit von HDPs gegen Tumorzellen

Es hat sich herausgestellt, dass einige antimigheli Peptide auch antitumorale Fa-
higkeiten besitzen (Mader und Hoskin, 2006, S. 9B4) die wachsende Resistenz der
Krebszellen gegen Chemotherapeutika ein Problestaly konnten einige der natir-
lich vorkommenden antimikrobiellen Peptide, abechateil- und vollsynthetische Va-
rianten neue Behandlungsmoglichkeiten aufzeigerskiiound Ramamoorthy, 2008, S.
358). Tabelle 1.2 zeigt einige natirliche, beim Btdren oder bei Tieren vorkommende
HDPs, die in der Lage sind, maligne Tumorzelleektioder indirekt zu bekampfen.

Tabelle 1.2: Zusammenfassung einiger nattrlich eankender, kationischer HDPs mit Wirksamkeit
gegen maligne Zellen

Wirksamkeit gegen

Peptid Ursprung Klassifizierung Krebszellen
BMAP-28 Bos taurus ) .
. a-Helix membranolytisch
(Hausrind)
. . membranolytisch
HNP-1 (B-Defensin) Homo sapiens 3-Faltblattstruktur L yt
antiangionetisch?
- Bos taurus membranolytisch
Lactoferricin B i 3-Faltblattstruktur . .
(Hausrind) induziert Apoptose
LL-37 (Cathelicidin) Homo sapiens a-Helix membranolytisch
. Xenopus laevis , membranolytisch
Magainin 2 a-Helix . .
(Krallenfrosch) induziert Apoptose?
- Apis mellifera , )
Melittin a-Helix membranolytisch

(Honigbiene)

aktiviert Komplement

, antiangionetisch?
) Tachypleus tridentatus . . .
Tachyplesin 1 3-Faltblattstruktur induziert die

(Pfeilschwanzkrebs) : .
Differenzierung von

Krebszellen

(modifiziert nach Hoskin und Ramamoorthy, 2008, dikb1)

Fur eine klinische Anwendung sind HDPs nétig, dénk oder nur sehr geringe Toxizi-
tat gegen Zellen von Saugetieren haben, aber derhes Potential besitzen, maligne
Zellen zu zerstéren (Hoskin und Ramamoorthy, 2@870). Das aus Bienen gewon-
nene Melittin und das humane LL-37 sind jedoch duJiar transformierte als auch fur
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gesunde Zellen toxisch (Schweizer, 2009, S. 199 ktéllt sich zunachst die Frage, wie
die entsprechenden HDPs die malignen Zellen vonggsanden unterscheiden (Papo
und Shai, 2005, S. 785). Die Membranen von Tuml@zdiaben unter anderem einen
hoheren Gehalt an Phosphatidylserin, was zu eidekesen Anfalligkeit fur die Per-
meabilisierung durch HDPs fuhren kann (Palffy ef 2009, S. 55). Die Krebszellen
haben zudem eine héhere Anzahl von Mikrovilli, wadtuvermutlich mehr antimikro-
bielle Peptide andocken kdnnen (Hoskin und Ramathpo2008, S. 361).

1.9.1 Mechanismus der HDPs bei der Zerstorung von Tumoraken

Grundsatzlich gibt es 3 verschiedene Mdglichkeitéia,den Tod einer Krebszelle be-
wirken kénnen: Die Permeabilisierung der Zellmemburdie Zerstérung der mitochond-
rialen Membran und weitere, membranunabhangige Médhanismen (Papo und Shai,
2005, S. 785). Bei dem antimikrobiellen Peptid Magakonnte man erstmals einen
antitumoralen Effekt feststellen (Cruciani et 4091, S. 3793). Ahnlich der Zerstérung
der Bakterienmembranen durch HDPs kann man diesegavig auch bei Krebszellen
mit dem sogenanntercgrpet modefi erklaren: Die kationischen Peptide werden durch
elektrostatische Anziehung der oft negativ geladedMembranen der Krebszellen an-
gezogen (Mader und Hoskin, 2006, S. 936). Sie lexemn wie ein Teppich,¢arpet-
like manner?) parallel an die Membranen an und sobald einarbege Schwellenkon-
zentration Uberschritten ist, passieren die PemtideMembran, was meist den Kollaps
der Membran und den Tod der Krebszelle zur FolgéPapo und Shai, 2005, S. 786).
Die HDPs kénnen uber hydrophobe Vorgange in den bManen von Krebszellen auch
durch den sogenanntebarrel-stave“ Mechanismus Poren oder Kandle bilden (Mader
und Hoskin, 2006, S. 936). HDPs kdénnen auch den€lioer Krebszelle bewirken, in-
dem sie einmal in das Zytoplasma eingeschleustMdimbranen der Mitochondrien
zerstoren (Hoskin und Ramamoorthy, 2008, S. 36WJ3ekdem scheinen einige HDPs
die Fahigkeit zu besitzen, auch hemmend auf intetazee Wirkmechanismen der Tu-
morzellen, wie zum Beispiel die Signaltransduktipa,wirken (Winder et al., 1998, S.
611). Einige antimikrobiellen Peptide sind auchder Lage, die Immunabwehr gegen
Krebs zu steigern und eine Art Resistenz zu gereri@€hernysh et al., 2002, S. 12632,
Papo und Shai, 2005, S. 787).
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1.9.2 Die Wirkung von Defensinen auf Tumorzellen

In Zellkulturen kdnnen Defensine zytotoxisch aufmiarzellen wirken (Lichtenstein et
al., 1986, S. 1409). Defensine haben das Potehtiadorzellen aufzulésen, indem sie
deren Membran durchdringen und die DNA vernichi2min et al., 2009, S. 923).

1.9.2.1 a-Defensine

Auch diea-Defensine HNP-1, HNP-2 und HNP-3 kénnen durch ideusig des Memb-
ranpotentials und der Membran toxisch auf maligeeri wirken (Hoskin und Rama-
moorthy, 2008, S. 367). HNP-1 ist zum Beispiel @ dage, in Zellkulturen Tumorzel-
len eines Plattenepithelkarzinoms zu zerstéren (@doth et al., 2006, S. 687). Jedoch
l6sena-Defensine ab einer bestimmten Konzentration nichittransformierte, sondern
auch gesunde Zellen auf (Nishimura et al., 20092%.

1.9.2.2 R-Defensine

Die induzierte Expression von hBD-1 in einer Prtadtarzinomzellkultur bewirkte die
Zerstorung der Tumorzellen (Bullard et al., 20088%4). Im Mausmodell wurde durch
Impfung mit murinem [3-Defensin-2 die Immunabwehr Bi&use gegen Leukéamie ge-
steigert (Ma et al., 2006, S. 1172). Moglicherwéiéanen in der Zukunft zum Beispiel
DEFBI1 Elicitoren eingesetzt werden, die eine Ubgriexierung des Tumorsuppressors
hBD-1 bewirken und als Therapeutikum gegen Krehsetgzbar waren (Prado-Montes
de Oca, 2010, S. 803). Die Rolle der Defensineein@nkogenese und ihr therapeuti-
sches Potential missen noch weiter geklart werdeir{ et al., 2009, S. 924).
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1.9.3 Die Wirkung von Psoriasin auf Tumorzellen

Da Psoriasin haufig starker @arcinoma in situTfumoren der Brustdriisen als in invasi-
ven Karzinomen oder gesundem Gewebe exprimiert, Widnte dieses antimikrobielle

Peptid bei derCarcinomatain situauch eine inhibierende Wirkung auf die Epithelmig-
ration haben, die, sobald sie jedoch verlorengaht) Beginn einer erfolgreichen Inva-

sion beitragt (Watson et al., 1998, S. 570). In deltkultur eines Plattenepithelkarzi-

noms und im Mausmodell konnte schon gezeigt werdass die induzierte Expression
von S100A7 eine hemmende Wirkung auf die Proliferaund das Wachstum von

Tumorzellen haben kann (Zhou et al., 2008, S. 2)
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2 Problemstellung

Tumoren der Speicheldrisen sind selten (Targa-atmdmoli et al., 2009, S. 200).
Haufig erschwert jedoch, vor allem bei Tumorresaien im Bereich der Glandula pa-
rotis, das Risiko einer Nervverletzung das thertipelie Vorgehen (Gehrking et al.,
2007, S. 195). Zusatzlich stellt auch der enornstologische Variantenreichtum der
Karzinome bei der histopathologischen EinordnungTdenoren nicht selten eine He-
rausforderung dar (Bjorndal et al., 2011, S. 6781z Fortschritten bei der Behandlung
der Patienten mit angemessener Radio- und Chenapikeist die Prognose bei Spei-
cheldriisenkarzinomen im fortgeschrittenen Stadiochnmmer sehr ungunstig (Liu et
al., 2010, S. 1). Dabei waren praktikable Prognassapeter, die ein friihzeitiges Diag-
nostizieren der besonders aggressiven Malignomégithen, von grofiem Klinischen
Nutzen (Lang et al., 2005, S. 910). Potentielleniacker auf molekularer Ebene, die
mit der Atiologie und der Progression von Speictigddntumoren in Verbindung ge-
bracht werden sind die Uberexpression von HER-2akinen des p53 Tumorsuppres-
sorgens, H-ras Mutationen und die teilweise Ubersgion von VEGFvascular endo-
thelial growth factoy (Liu et al., 2010, S. 8). Neuere, zahlreiche #nergebnisse deu-
ten drauf hin, dass auch einigest defense peptidelas Potential besitzen, maligne
Zellen zu zerstoren, die Funktion von Tumorsupmegsen zu dbernehmen oder das
Tumorwachstum direkt zu beeinflussen und dass sanoth die Dysregulation der
HDP-Expression eine Rolle bei der Tumorgenese epikbnnte (Meyer und Harder,
2007, S. 3125). Insbesondere das Defensin hBD-@irgctumorsuppressives Potential
zu besitzen (Prado-Montes de Oca, 2010, S. 802).

Pantelis et al. konnten bereits darlegen, dassnneébeverringerten Expression der an-
timikrobiellen Peptide hBD-2 und hBD-3 vor allemedExpression der mRNA von
hBD-1 in pleomorphen Adenomen deutlich niedriger ial gesundem Speicheldrisen-
gewebe war (Pantelis et al., 2009, S. 528). Die umimstologischen Tests der gleichen
Studie zeigten aul3erdem eine Uberwiegende Lokalisabn hBD-1 im Nukleus der
Tumorzellen, was zusétzlich die Hypothese der Aartarnterstitzte, dass hBD-1 auch
fur Speicheldriisentumoren ein Tumorsuppressodest,durch Akkumulation im Zell-
kern dereguliert werden kann (Pantelis et al., 20928). Wenghoefer et al., deren
Arbeitsgruppe die Expression von hBD-1, hBD-2 umDF3 sowohl in benignen als
auch malignen Speicheldrisentumoren immunhistatbgimitersuchte, berichteten tber
ahnliche Ergebnisse (Wenghoefer et al., 2008, .S. 4)

Gerade aufgrund der histologischen Vielfalt deri@pedrisentumoren besteht jedoch
grol3er Bedarf nach weiteren, ahnlich konzipierterdi®n. AuRerdem gibt es Hinweise,
dass auch das in Speicheldrisen und Speichelduiseregn noch nicht nachgewiesene
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HDP Psoriasin bei der Entstehung und ProgressiarMalignomen ein wichtiger Fak-
tor sein kdnnte (Kesting et al., 2009, S. 735).

Ziel dieser Studie war es, ein Expressionsprofil a@etimikrobiellen Peptide hBD-1,
hBD-2, hBD-3 und Psoriasin sowohl von gesundem ®adiriisengewebe als auch
von Speicheldrisentumoren zu erstellen. Dazu wumerichst Gesundproben und
Proben von malignen und benignen Neoplasien declsgdrisen gesammelt und an-
schlieBend mit immunhistologischen Testreihen suoieht.

Besonderes Interesse galt hierbei potentiellen Kotmationsunterschieden der Peptide
hBD-1, hBD-2 und hBD-3 in gesundem Speicheldrisemepe im Vergleich mit Tu-
morgewebe. AulRerdem sollte geklart werden, obhiess defense peptiBsoriasin in
gesundem Speicheldrisengewebe konstitutiv gebwadtund ob auch fir dieses Pep-
tid eine veranderte Expression in den Speicheldtissoren festgestellt werden kann.
Durch diese Studie sollten die Kenntnisse tber gitigliche Bedeutung von HDPs bei
der Entstehung von Speicheldriisentumoren erwevenden.
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3 Material und Methode

3.1 Patienten

Das untersuchte Gewebe der Speicheldrisen odechgfmiisentumoren stammt von
20 mannlichen (43,5%) und 26 weiblichen (56,5%)dp#¢n, die zum Zeitpunkt der
Probenentnahme im Durchschnitt 57,6 Jahre alt wdralpelle 3.1 verdeutlicht die weit
gestreute Altersverteilung im Patientenkollektiv.

Tabelle 3.1: Zusammensetzung der Patienten

Durchschnittsalter

Anzahl Alter von — bis (Jahre) (Jahre)
Patienten gesamt 46 4-96 57,6
Mannliche Patienten 20 4-80 53,9
Weibliche Patienten 26 38-96 60,5

Alle Patienten wurden in der Klinik fur Mund-, Kext Gesichtschirurgie oder der Kli-
nik fur Hals-, Nasen- Ohrenheilkunde an der Tedlimea Universitat Minchen behan-
delt und operiert. Das Entnahmeprotokoll wurde den Ethikkommission der Medizi-
nischen Fakultat der Technischen Universitdt Minchi{&egistrierungs-Nummer
2705/10) bewilligt und ist in Ubereinstimmung mierdDeklaration von Helsinki

(1964). Alle Patienten gaben durch ihre Unterstleiifie schriftliche Einverstandniser-
klarung.
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3.2 Material

Die Entscheidung zur Resektion der jeweiligen Spdrise war aus unterschiedlichen
Grunden getroffen worden: Die Entfernung einer gdsa Glandula submandibularis

erfolgte Uberwiegend im Rahmen einer Neck-Dissactthe aufgrund einer malignen

Tumorerkrankung im Kopfbereich notwendig gewordear.vKeiner der Patienten war

praoperativ bestrahlt worden. Tabelle 3.2 verdehtlidass der Hauptanteil der Proben
mit gesundem Gewebe von einer Glandula submandipsiammte.

Tabelle 3.2: Zusammensetzung der entnommenen Genaien

Anzahl Glandula Glandula Glandula

(gesamt) parotis submandibularis  palatinae
Kontrollgewebe 35 6 27 2
Tumoren gesamt 17 13 1 3
Benigne Tumoren 12 10 1 1
Maligne Tumoren 5 3 - 2

Bei 6 Patienten, bei denen ein Speicheldrisentemibernt werden musste, war gleich-
zeitig gesundes Referenzgewebe der betroffenerel@nimommen und der Gruppe mit
gesundem Speicheldrisengewebe hinzugefiigt wordes taf auf Proben von 2

Gaumenspeicheldrisen (Glandulae palatinae) unddv@rspeicheldriisen (Glandula
parotis) zu.

Alle Tumoren wurden im Institut fur Allgemeine Palbgie und Pathologische Anato-
mie im Klinikum rechts der Isar der Technischenuénsitdt Minchen untersucht und
histologisch typisiert. Bei den 12 benignen Tumdnendelte es sich um 7 pleomorphe
Adenome, 1 Myoepitheliom und 2 Warthin Tumoren (Aolgmphome) der Glandula

parotis, sowie um je ein pleomorphes Adenom dendlia submandibularis und der
Gaumenspeicheldrisen. Tabelle 3.3 gibt einen Uiskrkiber die histologischen Tu-

mortypen der untersuchten gutartigen Neoplasien.
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Tabelle 3.3: Histologische Zusammensetzung deighen Speicheldriisentumoren

Tumortyp Glandula parotis Glandula. ) Glandulae palatinae
submandibularis

Pleomorphes Adenom 7 1 1

Myoepitheliom 1 - -

Warthin Tumor 2 - -

Die Gruppe der malignen Tumoren bestand aus 2eRigtithelkarzinomen der Glandu-
la parotis, je einem Mukoepidermoidkarzinom derr@laa parotis und der Gaumen-
speicheldriisen sowie aus einem Adenoidzystischeniktan der Gaumenspeicheldri-
sen. Tabelle 3.4 gibt zusatzliche InformationenriNalignitats- und Differenzierungs-
grad der Karzinome.

Tabelle 3.4: Histologische Kriterien der 5 maligrieumoren

Karzinomtyp Drise Malignitét Differenzierung
Mukoepidermoidkarzinom Glandula parotis Hoch Gering
,Ii\:fzr:r(:;d;yst|sches Glandulae palatinae Niedrig Hoch
Mukoepidermoidkarzinom Glandulae palatinae Niedrig Hoch
Plattenepithelkarzinom Glandula parotis Mittel MARI

Plattenepithelkarzinom Glandula parotis Hoch Gering
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3.3 Immunhistochemische Farbungen

3.3.1 Die Vorbereitung der Gewebeproben fur die Immunhisblogie

Die Proben mit gesundem Speicheldriisengewebe ueittgtdriisentumoren wurden
intraoperativ gewonnen und in 3,7%-iger Formaldeb§dung fixiert. Danach wurden
die Gewebeteile in Einbettkapseln verbracht uneimem Einbettautomaten (TES-1,
Firma: Wendt GmbH & Co. KG, Georgsmarienhtte) estteiner aufsteigenden Alko-
holreihe (1 x 70%, 2 x 96%, 3 x 100%) entwassed durch das Durchlaufen von 2 x
Xylol sowie 4 x Paraffin fir den nachsten Arbeitsstt vorbereitet. AnschlieRend wur-
den die Kapseln mit den Gewebeproben auf Einbettftien aus Metall gelegt und mit
heilem, flussigem Paraffin aufgefullt und bis zuotistdndigen Erhérten des Paraffin-
blocks auf einer Kuhlplatte stehen gelassen.

Danach konnten aus den Paraffin-Gewebeblocken imgtre Schlittenmikrotom 4 pum

starke Schnitte hergestellt werden und auf Supgfrd’lus Glaser (Menzel GmbH &
Co. KG, Braunschweig) aufgebracht werden. Zur Ednghder Haftung auf dem Glas-
trager wurden die Paraffinschnitte Gber Nacht imrM&schrank bei 48 Grad Celsius
getrocknet.

3.3.2 Grundprinzip der immunhistochemischen Farbung nachder
ABC-Methode

Grundsatzlich soll durch ein immunhistochemischesfdhren ein bestimmtes Antigen
bzw. Protein im Gewebe nachgewiesen und lokalisierden. Hierbei bendtigt man
einen spezifischen Primarantikorper, der sich agdtlich und stark an das zu unter-
suchende Antigen anlagert. An diesen Antigen-Ampkgkomplex muss ein zuverlassi-
ges Detektionssystem gekoppelt sein, das ein gsateichtbarmachen des gesamten
Komplexes im Gewebe ermoglicht.
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In dieser Studie wurde die Immunhistologie mit @#B8C (Avidin-Biotin-Complex)-
Methode bzw. Streptavidin-Biotin-Methode durchgeftiilber Vorteil dieser Methode
ist die hohe Affinitat von Avidin (Hiuhnereiweil3) rfiBiotin. Ein biotinylierter Sekun-
darantikorper lagert sich an den, bereits an dagage Antigen gebundenen Priméaran-
tikbrper an, der jetzt als Antigen fungiert. Detzjehinzugefligte Peroxidase-Avidin-
Biotin-Komplex kann sich an die biotinylierte Regides Sekundarantikorpers binden.
Die Peroxidase (Meerrettich-Peroxidase) ist wiedem der Lage mit einem zugefug-
ten Chromogen (Substrat) zu reagieren. Durch di®sggang kann das Antigen bzw.
Protein sichtbar gemacht werden.

In der hier vorliegenden Studie kam als Chromog@i8aminobenzidin (DAB) zum
Einsatz. Durch Zugeben von Wasserstoffperoxid arofdase werden Protonen frei-
gesetzt und das DAB wird selbst oxidiert. Durchsdi® Vorgang entsteht ein braunes,
im Gewebe sichtbares Endprodukt, das in Farbein#nsd Verteilungsmuster direkt
mit dem zu detektierenden Protein zusammenhangt.

3.3.3 Immunhistochemische Gebrauchslésungen

Folgende Losungen wurden je nach Bedarf mehrfadblstdeergestellt:

3.3.3.1 PBS Puffer (,PBS Grube®)

Um den PBS-Pufferphosphat buffered salipenit einem pH-Wert von 7,4 anzuferti-
gen mussten zunachst die Stammlésungen A und Es$tetty werden. Fur die Stamm-
l6sung A wurden 27,6 g Natriumdihydrogenphosphatbhydrat (NaHPO, x HO,
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) in 1 Liter Aguest titriert. Fur die Stamml6-
sung B wurden 35,6 g di-Natriumhydrogenphosphaty@iat (NaHPO, x 2 HO,
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) in 1 Liter Agiest unter Rihren aufgelost.

Zur Produktion von 1 Liter PBS-Puffer musste alstear Schritt 8,77 g Natriumchlorid
(NaCl, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) in 90DAqua dest aufgeltst werden.
Sodann wurden 10 ml der Stammldsung A hinzu gegdbanach wurden mindestens
40 ml, oder nach Bedarf eine gréf3ere Menge der i8tasung B hinzupipettiert, bis
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das pH-Meter einen pH-Wert von 7,4 fur die Puffedidg anzeigte. Zum Schluss wurde
die L6ésung mit Aqua dest auf 1 Liter aufgefuillt.

3.3.3.2 Citratpuffer

Auch die Herstellung des Citratpuffers mit einem\ért von 6,0 erforderte die vorhe-
rige Anfertigung seiner Stammldésungen A und B. Hig Stammlésung A wurden

21,01 g Citronensaure-MonohydratsKgO; x H,O, Merck KGaA, Darmstadt) in 1 Li-

ter Aqua dest in Losung gebracht. Fur die Herstglluon Stammlésung B mussten
29,41 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat (C6 NazO; x 2 HO, Merck KGaA, Darmstadt) in

1 Liter Aqua dest titriert werden. Die Stammlosum@eund B wurden im Kuhlschrank
bei 4 Grad Celsius gelagert.

Zur Produktion von 1 Liter Citratpuffer wurden 18 der Stammlésung A mit 82 ml
der Stammloésung B in einem Gefald unter Rihren gdinisnd mit Aqua dest auf 1
Liter aufgefullt. Der pH-Wert der Loésung wurde rdgm pH-Meter kontrolliert. In sel-
tenen Fallen musste durch zusatzliche, vorsictiggabe der Stammlésung B der fast
fertige Citratpuffer noch auf den pH-Wert 6 angedtolverden.

3.3.3.3 3,3 Diaminobenzidin (DAB)

Um eine gebrauchsfertige DAB-L6sung herzustellemdeul DAB-Tablette (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) im Dunkeln in 15 RPBS-L6sung aufgeldst und
anschlieBend 90 Minuten unter Lichtausschluss geriNach Filtration der DAB-

Lésung erfolgte das portionsweise Abfillen von (® ful in Eppendorf-Cups. Bis zum
Gebrauch wurden die Cups bei -20 Grad Celsius gdlag
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3.3.3.4 Chemikalien

Tabelle 3.5: Chemikalien

Produkt

Hersteller

DPX

Eosin 1% Lésung

Ethanol

Formaldehyd-Ldsung 3,5-3,7%

Goat Serum (Blocking Reagenz)

Mayer's hematoxylin

Vectastain® ABC Kit (Avidin-Biotin-Komplex)

Wasserstoffperoxid 30%

Xylol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland
Bio-Optica,

Mailand, Italien

Merck KGaA,

Darmstadt, Deutschland
Fischar GmbH & Co.KG,
Saarbriicken, Deutschland

Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA
Bio-Optica,

Mailand, Italien

Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA

Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland

Mallinckrodt Baker B.V.,
Niederlande
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3.3.4 Antikorper

Tabelle 3.6: Primarantikdrper

Primarantikorper Verdinnung Spezies Hersteller

Santa Cruz Biotechnology,

3-defensin 1 (FL-68), polyklonal 1:100 Hase
Santa Cruz, CA, USA

Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA

Novus Biologicals,
Littleton, CO, USA

3-defensin 2 (FL-64), polyclonal 1:100 Hase

3-defensin 3, polyclonal 1:100 Hase

Imgenex,

Psoriasin/HID5, monoclonal 47C1068 1:50 Maus .
San Diego, CA, USA

Tabelle 3.7: Sekundarantikdrper

Sekundarantikorper Verdinnung Hersteller

Vector Laboratories,

Biotinylated Anti-Rabbit 1IgG 1:200 :
Burlingame, CA, USA

Vector Laboratories,

Biotinylated Anti-Mouse 1gG 1:200
by Fvouse 1g Burlingame, CA, USA
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3.3.5 Farbeprotokoll fir hBD-1, hBD-2 und hBD-3

Das Verfahren zum immunhistologischen Nachweisdiér 3 Peptide hBD-1, hBD-2

und hBD-3 wurde vorab in Testlaufen erprobt. Datméentierte man sich primér an
einem bereits bewéahrten Routineprotokoll zur Débektieser Proteine in ahnlichem
Gewebe, in diesem Fall an Gewebeschnitten des Aidgexines Guanakos. Nach meh-
reren Variationen der Verdiinnung des 1. Antikorggrs00, 1:500, 1:1000) und Wech-
sel des Blocking Serums von Schweineserum auf igeiserum wurden gute Resul-
tate beim Sichtbarmachen der 3 nachzuweisendem§fiaéeerzielt.

Alle Farbungen erfolgten dann immer nach dem gén¢chm Folgenden beschriebenen
Protokoll:

Die zu farbenden Schnitte wurden 2 x 10 Minutemeimem Xylol und danach 1 x 10
Minuten in einem 50%-igen Xylol-Ethanol-Gemisch ydtiert. Sodann fand eine je 2
Minuten dauernde Spilung in einer aufsteigenderoidkeihe (50%, 70%, 80%, 2 X
100%) und ein kurzes Eintauchen in Aqua dest sfait.Antigendemaskierung folgte
danach das Erhitzen der Schnitte in einer LosursgGitratpuffer fir 3 x 5 Minuten in
einer Mikrowelle bei 600 Watt (W) und anschlie3exide Abkuhlungsphase von 20
Minuten aul3erhalb der Mikrowelle. Daraufhin wurdka Gewebeproben fir 1 Minute
in Puffer gespalt und fir 10 Minuten in eine 3%-Wasserstoffperoxid-Lésung gestellt
und lichtundurchléassig mit Aluminiumfolie abgedeckin die Wirksamkeit des J@,
sicherzustellen. Anschliel3end erfolgte eine Spiiangqua dest und in PBS-Puffer flr
je 1 Minute, das Abtupfen der Schnitte mit Filteoiga und das Auslegen in einer
feuchten Kammer. Um potentiell stérende, unspeziBsBindungen zu vermeiden,
wurde danach das Blocking Reagenz appliziert und®iMinuten Einwirkzeit belas-
sen. Fur das Blocking Reagenz wurde 30 ul Ziegensenit 1ml PBS-Pufferldsung
verdunnt.

Nach Abtupfen der Gewebeschnitte mit Filterpapiarde der erste Antikdrper in einer
1:100 mit PBS-Puffer verdiinnten Lésung aufgebradann wurden die Schnitte fur 1
Stunde bei Raumtemperatur in der feuchten Kamreéestgelassen und tber Nacht im
Kihlschrank bei 4 Grad Celsius aufbewahrt. Am ntigh3ag erwarmten die Paraffin-
schnitte wiederum 1 Stunde bei Raumtemperatur,roev@ 3 x 5 Minuten dauernde
Spulung in PBS-Puffer folgte. Nach erneutem votsyelm Abtupfen der Gewebeschnit-
te mit Filterpapier konnte der zweite Antikorperofinyliert) in einer 1:200 mit PBS
verdinnten Losung aufgetragen und fir 45 Minutelagsen werden. Anschlie3end
wurden die Proben nach erneutem Spilen fur 3 xriuddn in PBS-Puffer und Abtup-
fen mit Filterpapier fur 45 Minuten der Streptawididsung (Vectastain® ABC Kit)
ausgesetzt. Fur diese Losung war 30 Minuten vor Aeftragen je 10 pl Avidin mit 10
ul biotinylierte Meerrettich-Peroxidase gemischtreen. Daraufhin wurden alle Proben
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wieder 3 x 5 Minuten in PBS-Puffer gewaschen. Danaarden je 500 pl kurz zuvor
aufgetautes 3,3-Diaminobenzidin (DAB, Sigma-Aldrichemie GmbH, Steinheim) mit
1 pl HO, gemischt und diese Lésung wurde auf die Schngpdiaert und fir 5 Minu-
ten belassen. Anschliel3end folgte ein ziigiges Abspder Schnitte mit Hilfe einer mit
Aqua dest beflillten Spritzflasche und ein 2 Minutlruerndes Eintauchen in Aqua
dest. Um eine Kernfarbung durchzuftuhren, wurden@gsvebeschnitte nur fur ca. 1
Sekunde in Hamalaun gehalten. Dann wurden die 8eHir 8 Minuten unter langsam
laufendes Leitungswasser gestellt (geblaut). Nawctldiellendem Durchlaufen einer
aufsteigenden Alkoholreihe (50%, 70%, 80%, 2 x 1Pp&36 jeweils 2 Minuten folgte
eine Einwirkzeit von 5 Minuten in einer Losung &80 Ethanol und 50% Xylol. Dar-
aufhin wurden die gefarbten Gewebeschnitte 2 x Bulkéin in reinem Xylol gespult und
abschlie3end mit Deckglasern und einem histologis&iinschlussmittel (DPX, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) zum Trocknen undidskopieren eingedeckelt. In
allen Durchlaufen wurde mindestens eine Negativproltgefihrt, auf die anstelle des
1. Antikdrpers PBS-Puffer aufgetragen worden war.

Die verwendeten Antikorper und Chemikalien sindrabelle 3.5, Tabelle 3.6 und Ta-
belle 3.7 aufgelistet

3.3.6 Farbeprotokoll flr Psoriasin

Da das HDP Psoriasin zuvor noch nicht in Speickiskeln oder Speicheldriisentumoren
nachgewiesen worden war, wurden als Positivkominolbei den immunhistochemi-
schen Farbungen Paraffinschnitte mit humanen Liggeebe mitgefuhrt. Der immun-
histologische Nachweis fur Psoriasin musste eblsnfarher in mehreren Testlaufen
standardisiert werden. Nach Variationen einigeraater, wie verschiedene Verdin-
nungen des 1. Antikoérpers (1:50, 1:100) und unkeesitiche Wirkzeiten des 2. Anti-
korpers und des 3,3 Diaminobenzidins konnte furk¢ektion von Psoriasin in Spei-
cheldriisen und Speicheldrisentumoren ein Routital etabliert werden. Bis auf
folgende Unterschiede entsprachen die einzelneri&sdehritte exakt dem Vorgehen
fur hBD-1, hBD-2 und hBD-3.:

Der 1. Antikdrper wurde in der Verdinnung 1:50 atfggen. Der 2. Antikorper ver-
blieb fur eine Einwirkzeit von 80 Minuten auf derevebeschnitten. Die Einwirkzeit
fur das DAB betrug 10 Minuten.
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Auch hier wurde in allen Durchlaufen mindesteneditegativprobe mitgefuhrt, auf die
anstelle des 1. Antikérpers nur PBS-Puffer aufgetnavurde.

In Tabelle 3.5, Tabelle 3.6 und Tabelle 3.7 singl\dirwendeten Chemikalien und An-
tikorper aufgefihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Deskriptive Beurteilung der immunhistologischen Unér-
suchungen

Alle bearbeiteten Gewebeschnitte wurden mikroskopiikon Eclipse 80i Mikroskop,
Dusseldorf) und in verschiedenen Vergrof3erungeitadifgtografiert.

4.1.1 Allgemeine Beschreibung der Ergebnisse

Die Expressionsmuster in den gesunden Speicheldnitaeen fur alle 4 untersuchten
antimikrobiellen Peptide ahnlich: Sowohl die Defeersals auch das somit in Speichel-
drisen erstmals nachgewiesene Psoriasin konnteangig in den intralobular liegen-
den Schalt- und Streifenstiicken sowie in den ioberd&ren Ausfihrungsgangen der
untersuchten Gewebeproben lokalisiert werden. mskgdsen Endstiicken des Paren-
chyms wurde allgemein eine geringere Peptidexprdsistgestellt als im Bereich der
Gangsysteme. In der Bindegewebskapsel und denrSdeseDriisenstromas zeigte sich
kaum Expression. In den groéReren, mukésen Driusstigiebn konnte grundsétzlich
keines der hier untersuchten Peptide nachgewiesgdew. Die immunhistologische
Nachweisbarkeit von hBD-1, hBD-2, hBD-3 und Psaniasar im Grol3teil der Spei-
cheldrisentumoren deutlich geringer als in den s Speicheldrisen. Im neoplas-
tisch umgeformten Gewebe war die Expression dentérsuchten Peptide meist nur
abgeschwacht erkennbar. Dies traf besonders aubfamzu, in denen kaum noch re-
gulare Drisenstrukturen vorhanden waren. In zunsindech rudimentar erkennbaren
Ausfuhrungsgangen konnten haufig Defensine oderidso nachgewiesen werden.
Teilweise war auch im metaplastisch veranderten dratroma noch eine angedeutete
diffuse Anfarbbarkeit des jeweiligen HDPs zu erkemnDies traf sowohl auf benigne
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als auch auf maligne Tumoren zu. Insgesamt waEggession in den 5 malignen Tu-
moren meist noch schwécher als in den gutartigerbiftkingen.

4.1.2 Immunhistochemischer Nachweis von hBD-1 in gesundeB8pei-
cheldriisengewebe und Speicheldriisentumoren

Abbildung 4.1verdeutlicht ein typisches Expressioaster des hier in immunhistologi-
schen Tests nachgewiesenen hBD-1. Die Fotograftg dee Lokalisation von hBD-1
in gesundem Gewebe einer Glandula submandibuligsstarkste Farbung ist in den
Streifensticken, interlobularen Ausfuhrungsganggelber Pfeil) und Schaltstiicken
erkennbar. Das Peptid hBD-1 ist im gesamten Zysypéader Epithelzellen vorhanden.
Zum Lumen der Ausfilhrungsgénge scheint sich diburdy wie in Form von Sekre-
tionsgranula haufig noch zu verdichten. Die Anféaniileit fir hBD-1 ist in den serdsen
Azini (roter, gekerbter Pfeil) zwar vorhanden abfleutlich schwécher als in den Zellen
des Gangsystems.

Abbildung 4.2 zeigt ein Beispiel fur den immunh@temischen Nachweis von hBD-1
in einem benignen Speicheldrisentumor, in diesdiir-ainem pleomorphen Adenom
einer Glandula submandibularis. Die Proteinexpogsgir hBD-1 ist in den strang- und
netzférmigen gewucherten Epithelien nur vereinaall schwach zu erkennen. Im auf-
gelockerten Grundgewebe des Tumors ist kaum Farfastgtellbar. In der mitgefihr-
ten Negativkontrolle fur hBD-1 ist keinerlei Bra@nbung verifizierbar. (Abbildung
4.3)
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Abbildung 4.1:  Glandula submandibularis, immutdébemischer Nachweis von hBD-1, starke Far-
bung eines Ausfuhrungsgangs (gelber Pfeil), schar@ckarbung eines serbésen Endstiickes (roter, ge-
kerbter Pfeil), Balken entspricht 100 pm

Abbildung 4.2: Pleomorphes Adenom der Glandulararibularis, Immunhistochemischer Nachweis
von hBD-1, Balken entspricht 100 um
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Abbildung 4.3: Glandula submandibularis, Negativiolle, mitgefiihrt bei einer Farbung fir den
immunhistochemischen Nachweis von hBD-1, Balkesgitht 100 um
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4.1.3 Immunhistochemischer Nachweis von hBD-2 in gesundeBpei-
cheldrisengewebe und in Speicheldrisentumoren

Abbildung 4.4 veranschaulicht die immunhistologesdiokalisation des antimikrobiel-
len Peptids hBD-2 in einer Glandula submandibulabas Expressionsmuster von
hBD-2 weist groRe Ahnlichkeit mit dem Grundmuster dlachweisbarkeit von hBD-1
in Abbildung 4.1 auf. Auch hier zeigen vorrangig@ @treifenstiicke und Ausfiihrungs-
gange eine deutliche Braunfarbung und somit Prexgiression.

Wie bereits erwéhnt, war auch die Expression voD42Bin den Tumoren allgemein
weniger stark ausgepragt als im gesunden Speidiseldgewebe. Abbildung 4.5 zeigt
die Expression des Peptids hBD-2 in einem gerifiigréinzierten Plattenepithelkarzi-
nom der Glandula parotis. Bis auf wenige, sehriddBezirke ist hBD-2 im Gewebe
kaum nachweisbar.

Abbildung 4.4: Glandula submandibularis, Immuntistemischer Nachweis von hBD-2, Balken ent-
spricht 100 um
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Abbildung 4.5: Plattenepithelkarzinom der Glandglarotis, Immunhistochemischer Nachweis von
hBD-2, Balken entspricht 100 pm
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4.1.4 Immunhistochemischer Nachweis von hBD-3 in gesundeBpei-
cheldrisengewebe und in Speicheldrisentumoren

Auch die Ergebnisse der immunhistologischen Tdstreivon hBD-3 in gesundem

Speicheldrisengewebe @hneln den vorher beschriekgmessionsmustern von hBD-1

und hBD-2. Abbildung 4.6 stellt die typischen, péimauffalligen, durch das Chromo-

gen DAB braungefarbten Expressionsareale von hBien Streifenstiicken sowie in

den interlobularen Ausfiihrungsgéngen der Drise D&. serbésen Azini sind nur

schwach angefarbt. In diesem Gewebeschnitt istzguérkennen, dass die mukdsen
Drusenendstticke (gelber Pfeil) keinerlei ExpressimmhBD-3 zeigen.

Wie schon erlautert, war die Expression auch voB438n den meisten Tumoren ge-
ringer als in den Proben mit gesundem Speicheldgeseebe. Abbildung 4.7 zeigt die
Expression des Peptids hBD-3 in einelow, grade” adenoidzystischen Karzinom der
kleinen Speicheldrisen des Gaumens. Grof3tenteisiism Stroma eine schwach aus-
gepragte Braunfarbung zu erkennen.
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Abbildung 4.6: Glandula submandibularis, Immurdgstemischer Nachweis von hBD-3, keine Far-
bung der mukdsen Endstiicke (gelber Pfeil), Balkeapgicht 100 pm

Abbildung 4.7: Adenoidzystisches Karzinom der Glalae palatinae, Immunhistochemischer Nach-
weis von hBD-3, Balken entspricht 100 um
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4.1.5 Immunhistochemischer Nachweis von Psoriasin in geadem
Speicheldriisengewebe und in Speicheldriisentumoren

Abbildung 4.8 stellt die Lokalisation von Psoriagimgesundem Gewebe einer Glandula
submandibularis dar. Man kann gut erkennen, das&dgionen mit der starksten Ex-
pression, wie bei den Defensinen, im WesentlichenStireifenstiicke und interlobula-

ren Ausfuhrungsgéange sind. Die azindsen Drisenéckistsind nur sehr schwach ge-
farbt.

Bei der Beurteilung der Speicheldriisentumoren erigiese in der Mehrzahl ebenfalls
eine geringere Farbeintensitat fir den Nachweisadésikrobiellen Peptids Psoriasin.
Abbildung 4.9 zeigt die imunhistochemische Lokalma von Psoriasin in einem vor-
wiegend myxoiden pleomorphen Adenom der Glanduletga In den epithelialen
Zellproliferaten und im Tumorstroma ist eine mitarke Farbung feststellbar.

‘i"- e
SN A P

Abbildung 4.8: Glandula submandibularis, Immurddsiemischer Nachweis von Psoriasin, Balken
entspricht 100 pm
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Abbildung 4.9: Pleomorphes Adenom der Glandulaofi@r Immunhistochemischer Nachweis von
Psoriasin, Balken entspricht 100 pum
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4.2 Semiquantitative Auswertung

4.2.1 Auswertungssystem

Um die Ergebnisse semiquantitativ erfassen zu kiynneirde jeweils ein spezieller
Bereich der Gewebeschnitte durch Betrachten beifd&ter (Objektiv 10 x) Vergrole-
rung mit Hilfe des Nikon Eclipse 80i Mikroskops gasvahlt und digital fotografiert.
Die Auswahl der Areale konzentrierte sich auf Ragio mit Schalt-, Streifenstiicken
und interlobularen Ausfihrungsgangen, da hier thekste Farbung zu erkennen war.
Sofern bei den Tumoren noch neoplastisch verand&ategstrukturen sichtbar waren,
wurden diese Segmente fur die Auswertung herangezdaffar im gesamten histologi-
schen Schnitt keinerlei Drisengewebe mehr auffindivarde ein reprasentativer Be-
reich des Tumorgewebes fur das Foto ausgewahlt.

Die Beurteilung der Farbeintensitat erfolgte gettesturch 2 voneinander unabhéngige
Mitarbeiter. Dafur wurden 3 Intensitatsklassen deh Attributen keine bis schwache

Farbung, moderate Farbung und starke Farbung gehend fir diese jeweils aufstei-

gend Punktwerte von 1 (keine bis schwache Farbikilagse 1) bis 3 (starke Farbung,
Klasse 3) vergeben. In Tabelle 4.1 ist das SystenPdnktevergabe nochmals verdeut-
licht.

Tabelle 4.1: Einteilung der Farbeintensitat in lRwerte

Klassifikation Farbeintensitat Punktwert
Klasse 1 keine bis schwache Farbung 1
Klasse 2 moderate Farbung 2
Klasse 3 starke Farbung 3

Die immunhistologischen Ergebnisse aller 3 untdrsrc Defensine sowie von Psoria-
sin wurden durch die semiquantitative Auswerturigsst.
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4.2.2 Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung

Die Ergebnisse der semiquantitativen Auswertungimenunhistochemischen Testrei-
hen fir hBD-1, hBD-2, hBD-3 und Psoriasin bestaétiglen bereits nur durch alleiniges
Mikroskopieren der Gewebeschnitte gewonnenen EahkdrBei allen 4 untersuchten

HDPs lag der ermittelte durchschnittliche Punktwat Tumorgesamtgruppe (benigne
und maligne Tumoren zusammengefasst) unter der@mgape mit den gesunden Spei-
cheldriisengewebeproben. Bei hBD-1, hBD-3 und Psariaetrug die Differenz mehr

als 0,2 Punkte. Fur das antimikrobielle Peptid hBRar der Unterschied mit einer

durchschnittlichen Punktzahl von 1,69 fir die Fi@ktder Gesundproben und von 1,53
fur die Tumoren weniger deutlich. Tabelle 4.2, Tkbé.3, Tabelle 4.4 und Tabelle 4.5
geben detailierte Informationen zu den fir hBD-BDR2, hBD-3 sowie zu Psoriasin

ermittelten Punktwerten. In Tabelle 4.6 sind dienlaahlen der einzelnen malignen
Tumoren in Zusammenhang mit ihrem histologischeifeBEnzierungsgrad aufgefuhrt.

Bei den 2 gering differenzierten, sowie bei einesnhhdifferenzierten Karzinom betrug

der durchschnittliche Punktwert 1. Nur bei dem rgafiiferenzierten und bei einem der
beiden hoch differenzierten Malignomen lag der baahnitt fir alle 4 gemessenen
HDPs zusammen bei 1,75 Punkten.

4.2.2.1 Ergebnisse fur hBD-1

Bei der immunhistologischen Farbung fur das antiobielle Peptid hBD-1 wies der

Grol3teil der gesunden Speicheldriisen eine modeébeintensitat auf. In der Tumor-
gruppe gab es keinen Gewebeschnitt mit starkeruR@rtund der durchschnittliche

Punktwert lag mit 1,41 deutlich unter dem entspeeden Punktwert der gesunden
Proben von 1,80. Tabelle 4.2 gibt einen Uberblieke mittelten Punktwerte.
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Tabelle 4.2:  Auswertung fur hBD-1 mit dem Punkgtsyn
Starke

Gesamt SF_:hwache M_Qderate . Punktwert
Gewebe Anzah Farbung Farbung Farbung burchschnitt

(Anzahl) (Anzahl) (Anzahl) (Anzahl) (Durchschnitt)
Gesundes 35 9 24 2 1,80
Gewebe
Tumoren

17 10 7 0 1,41
(Gesamt)
Benigne

12 7 5 0 1,42
Tumoren
Maligne

g 5 3 2 0 1,40

Tumoren

4.2.2.2 Ergebnisse fur hBD-2

Im Hauptanteil der Proben von gesunden Speicheddriasnnte das Defensin hBD-2
immunhistologisch mit mittlerer Farbeintensitat ngewiesen werden. Der durch-
schnittliche Punktwert lag mit 1,69 Uber den Tumona deren Gruppe die meisten

Gewebeschnitte nur schwache Anfarbbarkeit zeigten.

Tabelle 4.3: Auswertung fir HBD-2 mit dem Punkteyn

Schwache Moderate Starke
Gesamt N N . Punktwert
Gewebe Anoah Farbung Farbung Farbung Surchschnit
(Anzahi) (Anzahl) (Anzahl) (Anzahl) (Durchschnitt)
Gesundes 35 12 29 1 169
Gewebe
Tumoren
17 10 5 2 1,53
(Gesamt)
Benigne
9 12 6 5 1 1,58
Tumoren
Maligne
4 0 1 1,40

Tumoren
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4.2.2.3 Ergebnisse fur hBD-3

Das Peptid hBD-3 hatte bei den gesunden Speictsgldriginen durchschnittlichen
Punktwert von 1,91. Die Gruppe der benignen undgmah Neoplasien hatte mit 1,47
Punkten im Durchschnitt eine weniger ausgepragtedidensitat.

Tabelle 4.4: Auswertung fir HBD-3 mit dem Punkseyn

Schwache Moderate Starke

Gesamt N N . Punktwert
Gewebe Anoah Farbung Féarbung Farbung Durchsemitt

(Anzahl) (Anzahl) (Anzahl) (Anzahl) (Durchschnitt)
Gesundes 35 5 28 5 101
Gewebe
Tumoren

17 10 6 1 1,47
(Gesamt)
Benigne

9 12 6 5 1 1,58

Tumoren
Maligne

5 4 1 0 1,20
Tumoren

4.2.2.4 Ergebnisse fur Psoriasin

Auch bei den Ergebnissen der immunhistologischestré&den flr Psoriasin traten im
Durchschnitt erkennbare Abweichungen in der Fatbasitat auf. Die gesunden Spei-
cheldriisen erreichten einen Punktwert von 1,80,revith die Tumorgruppe mit dem
durchschnittlichen Punktwert von 1,59 als Ganzdsabbtet weniger stark anfarbbar
war.
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Tabelle 4.5: Die Auswertung fur Psoriasin mit deémnktesytem

Schwache Moderate Starke

Gesamt - . . Punktwert
Gewebe Anzahl Farbung Farbung Farbung Surchsehnit

(Anzahl) (Anzahl) (Anzahl) (Anzahl) (Durchschnitt)
Gesundes 35 13 16 5 180
Gewebe
Tumoren

17 9 6 2 1,59
(Gesamt)
Benigne

12 5 5 2 1,75
Tumoren
Maligne

¢ 5 4 1 0 1,20

Tumoren

4.2.2.5 Die Auswertung der malignen Speicheldrisentumoren mdem Punkte-
system

Die malignen Speicheldrisentumoren zeigten benal®eptiden tberwiegend schwa-
che oder mittlere immunhistologische Nachweisbarkde 2 Karzinome mit dem nied-
rigsten histologischen Differenzierungsgrad err@nhiberall nur die geringste Féarbe-
intensitat von 1 Punkt. Deutlich héher lagen dafigdifferenzierte Plattenepithelkar-
zinom einer Glandula parotis und das hoch diffeete Mukoepidermoidkarzinom
einer Glandulae palatinae mit einem durchschriiggic Punktwert von 1,75. Aber auch
das hoch differenzierte Adenoidzystische Karzinaen @aumenspeicheldriisen zeigte
bei den immunhistochemischen Tests aller 4 HDPshdschwache oder keine Féarbung.
(Punktwert 1)

Tabelle 4.6: Auswertung der Farbeintensitat dezikame mit dem Punktesystem

. . " Differen- L Punktwert
Histologischer Befund Driise . HBD-1 HBD-2 HBD-3 Psoriasin .
zierung (Durchschnitt)
Mukoepidermoidkarzinom  Parotis Gering 1 1 1 1 1
Plattenepithelkarzinom Parotis Gering 1 1 1 1 1
Plattenepithelkarzinom Parotis MaRig 2 1 2 2 1,75
Mukoepidermoidkarzinom GIanQuIae Hoch 2 3 1 1 1,75
palatinae

Adenoidzystisches

Y Glandulae Hoch 1 1 1 1 1

Karzinom palatinae
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Studie war es, mit Hilfe vonmunhistologischen Methoden,

Kenntnisse Uber die Proteinexpression der HDPs hBBBD-2, hBD-3 und Psoriasin

sowohl in gesundem Speicheldrisengewebe als ausdnignen und malignen Tumo-
ren zu erhalten und miteinander zu vergleichencbutie Ergebnisse dieser Untersu-
chung konnte das antimikrobielle Peptid Psoriasstnealig in Speicheldrisen und
Speicheldrisentumoren nachgewiesen werden. DasriggghVissen Uber die Expressi-
on der Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 konnte Huile hier vorliegende Studie

Uberwiegend bestatigt und erweitert werden. Diedfstharkeit und damit die Hohe der
Proteinexpression von hBD-1, hBD-2, hBD-3 und Rssn war sowohl in den gutarti-

gen als auch in den bdsartigen Neoplasien schwadben den Proben mit gesundem
Drusengewebe.

5.1 Reduzierte Expression von hBD-1 in Speicheldrisentu
moren

Das antimikrobielle Peptid hBD-1 wird in zahlreichEpithelien konstitutiv exprimiert
(Meyer und Harder, 2007, S. 2123). In vielen Tuneargbeproben fehlt es jedoch oder
ist deutlich reduziert (Prado-Montes de Oca, 2(8.0803). Pantelis et al. stellten in
pleomorphen Adenomen der Speicheldrisen eine gignifniedrigere Expression von
hBD-1 mRNA fest als in gesunden Speicheldrisent@faret al., 2009, S. 528). Mog-
licherweise geht in malignen Zellen durch Mutationges Promoterpunktes fur die
MRNA-Polymerase die Expression von hBD-1 verlor8an( et al., 2006, S. 8854).
Auch maligne Tumoren der Niere und Prostata werdérMutationen des Promoters
fur das hBD-1 Gen in Verbindung gebracht (Kawsaalgt2009, S. 696). Immunhisto-
logische Untersuchungen betreffend berichteten BbWantelis et al. als auch Weng-
hoefer et al. bei den pleomorphen Adenomen Uber teilweise Verlagerung des hBD-
1 Peptids vom Zytoplasma in den Kern der Tumorre{Rantelis et al., 2009, S. 528,
Wenghoefer et al., 2008, S. 3). In den Gewebegennder malignen Speicheldrisen-
tumoren war diese Verschiebung von hBD-1 in denlélskund verminderte Expressi-
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on noch ausgepragter (Wenghoefer et al., 2008). 3n 8en hier beschriebenen Unter-
suchungen konnte zwar, wie in den beiden Verglsiciasen, eine verminderte Expres-
sion von hBD-1 in den benignen und noch deutlicheten malignen Speicheldriisen-
tumoren festgestellt werden, eine gleichzeitige ukklation in den Zellkernen war
jedoch nicht erkennbar. Eine mégliche Erklarungrikén die vor allem zu Beginn der
immunhistochemischen Farbungen teilweise von dedebheanderen Studien abwei-
chenden Arbeitsschritte sein. Zusatzlich ist auigrder in der hier vorliegenden Studie
relativ geringen Anzahl, histomorphologischen \aélund unterschiedlichen Differen-
zierungsgrade der Karzinome ein direkter Verglaint uneingeschrankt méglich. Da
die Expression von hBD-1 in den Tumoren der hieti@genden Studie trotz nicht er-
kennbarer Akkumulation des Peptids im Zellkern meld war, unterstiitzen die Ergeb-
nisse der vorliegenden Untersuchung dennoch diemeing, dass hBD-1 ein Tumor-
suppressor ist. Es konnte auch schon gezeigt weddes ein synthetisch hergestelltes
hBD-1 die Proliferation der Zelllinie eines Blasenkinoms hemmt oder auch die
Apoptose von Zellen eines Nierenkarzinoms bewigktr( et al., 2006, S. 8547). Bullard
et al. induzierten die Expression von hBD-1 in Kgluren von Prostatakarzinomen
und berichteten Uber eine durch VerdnderungenranilMembranen und die Aktivie-
rung von Caspase hervorgerufene Zerstérung der magiten (Bullard et al., 2008, S.
847). Es ware daher sinnvoll, die Wirkung von hBRch auf Zellkulturen von Spei-
cheldriisenkarzinomen zu testen, um herauszufiratennd durch welche molekularen
Mechanismen dieses antimikrobielle Peptid das Riateaufweist deren Tumorzellen
direkt oder indirekt negativ zu beeinflussen.

5.2 Reduzierte Expression von hBD-2 in Speicheldrisentu
moren

Die Bildung des antimikrobiellen Peptids hBD-2 iistEpithelien vor allem durch die
Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen umdikroorganismen induzierbar
(Abiko und Saitoh, 2007, S. 3066). Interessanteseveiar in der hier vorliegenden Stu-
die die hBD-2 Expression in den Proben mit gesun8eeicheldrisengewebe, also die
konstitutive Expression, auch schwacher als beiatateren 3 nachgewiesenen Pepti-
den. Trotzdem war auch die Proteinexpression vdd-BBn den Tumoren der hier vor-
liegenden Studie weniger ausgepragt als in denteme{Sesundkontrollen.
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Es wurde bereits gezeigt, dass hBD-2 in oralengnah Tumoren exprimiert wird
(Mizukawa et al., 2000, S. 2005). In pleomorpheriamen fanden Pantelis et al. eine
um mehr als die Halfte niedrigere hBD-2 mRNA Exgres als in gesundem Speichel-
drisengewebe. In der gleichen Studie konnte jedatimmunhistologischer Ebene in
den Gewebestrukturen der 5 untersuchten pleomorpdenome keinerlei Expression
des hBD-2 Peptids lokalisiert werden (Pantelislet2®09, S. 528). In der hier vorlie-
genden Arbeit wurde hingegen in allen 9 pleomorpAdenomen, den 2 Adenolym-
phomen (Warthin-Tumoren) und dem Myoepitheliom eiwenn auch haufig abge-
schwachte, immunhistochemische Farbung von hBDsByéstellt. Wenghoefer et al.
berichten in Ubereinstimmung mit den hier prasetgieErgebnissen zwar ebenso tiber
eine hBD-2 Expression im Zytoplasma der Tumorzellen allen 3 untersuchten pleo-
morphen Adenomen, jedoch traf dies nicht auf digy&adenolymphome und eines der
beiden Onkozytome ihrer Studie zu (Wenghoefer.e2808, S. 4). Eine Erklarung fur
diese Abweichung kénnte teilweise die in allen @d&tn unterschiedliche Schichtdicke
der vorbereiteten Gewebeschnitte sein, da Pargeld. mit nur 1um die schwachste
Nachweisbarkeit hatten, die bei Wenghoefer et @l2pm und in der hier vorliegenden
Studie mit 4um deutlicher wurde (Pantelis et @102, S. 527, Wenghoefer et al., 2008,
S. 2). AuRerdem darf wiederum die auf alle 3 Studietreffende geringe Fallzahl und
der gleichzeitig grofR3e histologische Variantenrkioh der Speicheldrisentumoren
nicht auBer Acht gelassen werden, weshalb die Brggd nicht fur alle Tumorsubtypen
reprasentativ sein kdnnen und nur Hinweise aufreige

Mizukawa et al. entdeckten im Jahr 2001 das Pdm8iD-2 in einem Mukoepider-
moidkarzinom und beschrieben, dass Mukoepidermatitkame in ihrem Expressi-
onsverhalten teilweise Plattenepithelkarzinomerelthaond dass basale Zellen sowohl
Mukoepidermoid- als auch Plattenepithelkarzinomeegeren kdonnten (Mizukawa et
al., 2001, S. 2174). In der hier vorliegenden Stughb es 2 Mukoepidermoidkarzino-
me, von denen das hoch differenzierte eine stadkieufg und das gering differenzierte
nur eine sehr schwache Farbeintensitat aufwieskoAdi al. konnten moderate bis star-
ke Expression in den keratinisierten Bereichen gondifferenzierten Plattenepithel-
karzinomen feststellen (Abiko et al., 2001, S. 2%0@)der hier dargestellten Studie hat-
ten jedoch auch das hoch differenzierte Adenoidytseé Karzinom der Gaumenspei-
cheldrisen und das maRig differenzierte Platteheli@rzinom der Glandula parotis
nur schwache hBD-2 immunhistologische Anfarbbarkeidbei hier wiederum zu be-
denken ist, dass das histologische Muster eindteRépithelkarzinoms der Haut oder
Schleimhaut nur bedingt mit einem AdennoidzystiscKarzinom zu vergleichen ist.
Im Zusammenhang mit der Graduierung und PrognosdPtidtenepithelkarzinoms der
Glandula parotis ist jedoch interessant, dass digpge um Lang et al. diese Malignome
grundsétzlich alshigh-grade“ Karzinome einstuft (Lang et al., 2005, S. 825)s D&-
Big differenzierte Plattenepithelkarzinom dieserf&tvare somit als biologisch aggres-
siv einzustufen und niedrige Expression von hBD&enauch hier mit hohem Maligni-
tatsgrad vergesellschaftet. Zusammengefasst zdigtdier vorgelegte Arbeit, etwas
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weniger deutlich als bei hBD-1 und hBD-3, auch hBD-2 in der semiquantitativen
Auswertung, bei den Karzinomen und auch in der @ésetrachtung der benignen und
malignen Tumoren durchschnittlich eine schwéchetpréssion des HDP hBD-2 als
bei den Gewebeproben der gesunden Speicheldrises.sbmmt teilweise mit den
Ergebnissen von Wenghoefer et al. Uberein, didatighepithelkarzinomen der Mund-
schleimhaut eine um mehr als die Halfte verminda@iB®-2 mRNA Expression im
Vergleich mit gesunder Gingiva feststellten (Wergfeo et al., 2008, S. 661). Auch
Meyer et al. fanden in mit Candida albicans infida Tonsillenkarzinomen eine nied-
rigere hBD-2 mRNA Nachweisbarkeit als in gesundensilllen. (Meyer et al., 2004, S.
1029). Im Gegensatz dazu untersuchten Sawaki 20@2 die Konzentration von hBD-
2 in Plattenepithelkarzinomen durch HPU@gh performance liquid chromatography
und stellten in den malignen L&sionen hohere Wadgtém gesunden Vergleichsgewebe
fest. Die Autoren berichteten weiter, dass die HBRenzentrationen unabhangig von
der TNM Stadien der Karzinome waren und dass dggenPatienten mit héherem
hBD-2 Level nach den Operationen einen besserenr@aagsverlauf und geringere
Metastasenbildung zeigten (Sawaki et al., 2002186). Diese teilweise stark abwei-
chenden Ergebnisse fordern zu weiteren umfangnei§tedien auf, um die Rolle von
hBD-2 in Tumoren des Kopf- und Halsbereichs wetteklaren.

5.3 Reduzierte hBD-3-Expression in Speicheldrisentumore

Das Peptid hBD-3 besitzt ein groRes antimikrobseBgpektrum und seine Expression
kann durch TNFx und Bakterien induziert werden (Harder et al.,208. 5712). Wie
hBD-1 und hBD-2, scheint auch hBD-3 Bedeutung leeiRhthogenese von oralen Plat-
tenepithelkarzinomen zu haben (Meyer und Harded728. 3122). Pantelis et al. fan-
den jedoch keinen Unterschied zwischen der hBD-B\dEXxpression in pleomorphen
Adenomen und gesundem Speicheldriisengewebe. Ahddichier vorgestellten Studie
zeigten die Ergebnisse der immunhistologischensTjesioch im gesunden Gewebe das
typische Expressionsmuster fir hBD-3 in Speichalen( wahrend in den neoplastisch
umgewandelten Strukturen nur noch sporadische Rgrhiur das hBD-3 Peptid erkenn-
bar war (Pantelis et al., 2009, S. 528). Wenghoetff@., untersuchten 7 benigne und 7
maligne Speicheldrisentumoren und entdeckten, ad@&eteilweisen Akkumulation
von hBD-3 in den Zellkernen eines einzigen Karzisprkeine wesentlichen Unter-
schiede zu der Lokalisation dieses Peptids in gk=sun Speicheldrisengewebe
(Wenghoefer et al., 2008, S. 4). Wenghoefer etichteten bei ihrer Auswertung das
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Interesse jedoch hauptsachlich auf die Lokalisaties Peptids und quantifizierten nur
den jeweiligen Anteil von Zellen mit positiver Farig im Nukleus gegentiber dem An-
teil von Zellen mit positiver Farbung im Zytoplasnvedhrend sie zur Gesamtbeurtei-
lung der Expression von hBD-3 keine genaueren Aagabachten (Wenghoefer et al.,
2008, S. 4). In der hier vorgelegten Arbeit war & semiquantitativen Methoden

entwickelte, durchschnittliche Punktzahl als MaBdfiar die Farbeintensitat, bei den

Karzinomen deutlich niedriger als bei den Probehgasundem Speicheldrisengewe-
be. Nur Yoshimoto et al. kamen zu teilweise ahmiclErgebnissen, da sie die hBD-3
Expression in Plattenepithelkarzinomen durch in slybridisierung untersuchten und

nur in 4 von 20 OSSCs Signale fur hBD-3 fanden.s&#ten jedoch auch keine hBD-3

Expression in normalem, weit von der Entnahmestidlie Plattenepithelkarzinom ent-

fernten Epithel fest (Yoshimoto et al., 2003, S326 Andere Ergebnisse lieferte die
Studie von Kesting et al., in der die immunhistooleehen Farbung in oralen Platten-
epithelkarzinomen stark und deutlich intensiverimlsicht neoplastischen Gewebe war,
was sich auch bei der hBD-3 mRNA Expression sigaift nachweisen liel3. Au3erdem
war die Expression in den gut differenzierten Tuemodeutlich héher als in den weni-

ger gut differenzierten Neubildungen (Kesting et 2009, S. 578). Auch Wenghoefer
et al. berichteten tber eine 6,5 fach h6here hBBDRINA Expression in oralen Platten-

epithelkarzinomen als in gesunder Gingiva (Wengtoef al., 2008, S. 662).

Die Rolle von hBD-3 bei der Entstehung und Prodgoesson oralen Plattenepithelkar-
zinomen scheint sehr komplex zu sein und bedarienesi Untersuchungen, um die zu-
grunde liegenden Mechanismen zu verstehen undxgeegsion von hBD-3 eventuell
als klinischen Prognoseparameter und Referenzinedif molekulares Staging nutzen
zu kénnen (Kesting et al., 2009, S. 580). Dies@&amgen treffen sicher in mindestens
dem gleichen Mal3e auf die Notwendigkeit von diageosen Markern fur maligne
Speicheldriisentumoren zu.
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5.4 Konstitutive Expression von Psoriasin in gesundempigi-
cheldriisengewebe und reduzierte Expression von Psar
sin in Speicheldrisentumoren

Das Expressionsmuster von Psoriasin in gesundemnctigt@driisengewebe &hnelte sehr
stark den Ergebnissen bei den Defensinen. Da dieeléensitdt zum Lumen der Aus-

fuhrungsgange haufig etwas starker war, ist diedrediz daftr, dass die Speicheldri-
sen Psoriasin sezernieren und damit vermutlictGdungsystem vor Infektionen schiit-
zen konnen. Da Meyer et al. bereits Psoriasin imichel entdeckt haben, liefert die
hier vorliegende Studie wichtige Erkenntnisse Udem Produktionsort dieses antimik-
robiellen Peptids. Wahrscheinlich tragt Psoriasih dieses Weise, wie in der aul3eren
Haut, auch zur Gesunderhaltung der oralen Schleititbei (Meyer und Harder, 2007,

S. 3120).

Wie bei den 3 Defensinen der hier vorliegenden iStwéar auch die Expression des
antimikrobiellen Peptids Psoriasin in gesundem Gadrisengewebe deutlich starker
als im Gewebe der Tumoren.

Dieses Ergebnis widerspricht vielen Veroffentlicgan, in denen das S100A7 schon
als Tumormarker fur Brustkrebs und andere epitleeli&arzinomtypen beschrieben

worden ist (Celis et al., 1996, S. 2111, Krop et 2005, S. 11332, Moubayed et al.,
2007 , S. 256, Ralhan et al., 2008, S. 1168). Umtelerem zeigte sich b€arcinoma

in situ Tumoren der menschlichen Brustdriise eine Korrelatisischen dem Expressi-

onslevel von S100A7 und Faktoren, die mit eineriunsgigen Prognose zusammenhan-
gen (Emberley et al., 2004, S. R313). In einer Xgeaft Versuchsreihe mit Nacktmau-

sen bewirkte die absichtlich verminderte Expression Psoriasin eine eindeutige Re-
duktion des Tumorwachstums der zuvor durch Injektion Karzinomzellen aus einer

Brustkrebszellkultur (MDA-MB-468) in den Mausen umlerten malignen Neoplasien.

Jedoch wurde in der gleichen Studieimvitro Experiment bei einer Senkung der Pso-
riasinlevel eine erhdhte Zellmigration und —invasiestgestellt (Krop et al., 2005, S.

11328). Bei genauerem Hinsehen scheint die fun&tierRolle von Psoriasin bei der

Tumorentwicklung und -progression also sehr vietddig zu sein (Zhou et al., 2008,

S. 1). Zum Beispiel zeigten die hoher differenaerPlattenepithelkarzinome der Blase
eine starkere Expression von Psoriasin als diengeriausdifferenzierten (Martinsson,
Yhr et al. 2005, S. 165, Ostergaard et al., 1994]133). Martinsson et al. berichteten
Uber eine deutlich starkere Expression von PsariasCarcinomain situ Tumoren und

in den gut differenzierten Regionen von Platteregbiiarzinomen der Haut als in den
geringer differenzierten Karzinomanteilen und steltlabei auch eine Korrelation zwi-

schen dem Peptidlevel von S100A7 und dem Grad d@eatiozytendifferenzierung
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fest (Martinsson et al., 2005, S. 167). Diese Enggde haben teilweise Parallelen zu
der hier vorliegenden Studie, da in der Gruppekdgezinome die starkste Psoriasinexp-
ression in der Gewebeprobe eines zumindest maftggatizierten, verhornendem Plat-
tenepithelkarzinom der Glandula parotis festgdstedrden konnte. Zhou et al. zeigten,
dass Psoriasin in gut differenzierten oralen Papé@helkarzinomen starker als in den
schlechter differenzierten, invasiven Variantenrenjert wurde und beobachteten au-
Rerdem eine negative Korrelation zwischen fl@atenin SignalUbertragung und der
Hohe der Psoriasinexpression (Zhou et al., 20080%.In der hier vorgestellten Unter-
suchung war ein Mukoepidermoidkarzinom der Gaumeiobpldriisen das am héch-
sten differenzierteste Malignom, das jedoch, we 2ligering differenzierten Karzino-
me, nur schwache Psoriasinexpression aufwies. Eikirung konnte der histomor-
phologische Aufbau dieser Karzinomvariante sein, Makoepidermoidkarzinome
Uberwiegend aus Zysten mit mukoiden, schleimbiléandellen bestehen (Lang et al.,
2005, S. 822). Bereits bei den immunhistochemischests flr Psoriasin in gesunden
Speicheldrisen konnte in der hier vorgestelltenet$nichung in den mukésen Endsti-
cken keine Expression von S100A7 gefunden werden.

Kesting et al. stellten in den Frihstadien dert®fepithelkarzinome und nicht metasta-
sierenden Formen eine signifikant hohere Psorim&MNA Expression fest als in Karzi-

nomen im fortgeschrittenem Stadium oder metas&siien Malignomen (Kesting et

al., 2009, S. 735). In der hier vorliegenden Stuthéten 2 der gering differenzierten
Karzinome bereits Lymphknotenmetastasen gebildétnum kaum Psoriasinexpression
gezeigt.

Zusammengefasst passen die oben genannten Veligffangen zumindest teilweise
zu der hier vorliegenden Studie, in der die bemghemoren und das malfig differen-
Zierte Karzinom eine starkere immunhistologischeh\aeisbarkeit von Psoriasin auf-
wiesen, als die nur schlecht differenzierten Kaome. Jedoch war die durchschnittli-
che Expression in gesundem Speicheldrisengewelbeddwher als in den Tumoren,
wahrend diese in anderen Studien haufig niedrigar (Kesting et al., 2009, S. 734).
Man muss jedoch bericksichtigen, dass Psoriastmals in gesundem Speicheldri-
sengewebe und in Speicheldrisentumoren immunhestoisich nachgewiesen wurde
und die Ergebnisse daher ohnehin nur bedingt niusgegangenen Untersuchungen
an anderen Gewebearten verglichen werden kénnen.hdazum Beispiel festgestellt,
dass der Differenzierungsgrad der KeratinozytendeeiPsoriasinexpression der Haut,
von Basaliomen, vofarcinomatain situund von Plattenepithelkarzinomen eine wich-
tige Rolle spielt (Martinsson et al., 2005, S. 1d3ie Ergebnisse dieser Studie zeigen
jedoch, dass Psoriasin in den Speicheldriisen iemah den Epithelzellen der Driisen-
ausfliihrungsgange exprimiert wird, was die histadgen Unterschiede verdeutlicht.
Da Plattenepithelzellen und sekretorische Epithielzeszon unterschiedlichen Stamm-
zelllinien abstammen, ist dies auch eine moglichddfing fur die teilweise abwei-
chenden Ergebnisse fur die Expression von PsorlasikKarzinomen der Brustdriisen
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und Plattenepithelkarzinomen (Zhou et al., 2008,3). Ein weiterer Diskussionspunkt
fur die allgemeingultige Aussagekraft und Ubertiadiit der hier vorgestellten Ergeb-
nisse ist die nur relativ geringe Fallzahl von 5X@omen und das Fehlen v@arci-
noma in situTumoren. Einige benigne Speicheldrisentumoren,piemorphe Ade-
nome oder Myoepitheliome, besitzen jedoch auchPdaiential zu einer méglichen ma-
lignen Transformation (Weber et al., 2002, S. 4Z8g Ergebnisse der vorliegenden
Studie unterstitzen die These, dass S100A7 auchuat®rsuppressor fungieren kann
(Zhou et al., 2008, S. 11). Ob Psoriasin als Mafierine beginnende maligne Prog-
ression (Kesting et al., 2009, S. 735) auch beicBp&riisentumoren in Frage kommt,
sollte durch weitere Untersuchungen geklart werden.

5.5 Welche Bedeutung hat die reduzierte HDP-Expression
bei der Entstehung von Speicheldriisentumoren ?

Die molekularen Ablaufe bei der Entwicklung von Bpeldriisentumoren sind immer
noch nicht ausreichend geklart (Lujan et al., 2@E.{10).

Defensine scheinen in einigen Tumortypen eine \déda oder reduzierte Expression
aufzuweisen, was eine Einbindung dieser Peptidedbei Tumorentwicklung wahr-
scheinlich macht (Shestakova et al., 2010, S. 2BD8).humanen Defensine befinden
sich alle in einem Cluster auf dem kurzen Arm daso@osoms 8 (Meyer und Harder,
2007, S. 3123). Bei zahlreichen malignen TumorerKiopf- und Halsbereich wurde
ein Defekt des Allels auf 8p festgestellt (Fieldagt 1995, S. 1182, Scholnick et al.,
1996, S. 1680, Sunwoo et al., 1996, S. 164). Béb 8@r pleomorphen Adenome und
haufig bei Karzinomen ex pleomorphem Adenom koreite Verdnderung auf dem
Chromosom 8qgl12 beobachtet werden (Cheuk, Chan. é&0al7, S. 15). Es ist also
durchaus denkbar, dass die fur Defensine codiere@é@ae die Funktionen von Tumor-
suppressorgenen haben (Abiko et al.,, 2007, S. 188Rerdem koordinieren [3-
Defensine die Zusammenarbeit der angeborenen miadigptiven Immunabwehr und
haben somit moglicherweise eine weitere wichtigleRimei der Bek&dmpfung von Tu-
morzellen. (Diamond und Ryan, 2011, S. 4). Die Brggse der hier vorliegenden Stu-
die unterstitzen diese These, da die Expressiomddieser Studie untersuchtbost
defenseeptidshBD-1, hBD-2 und hBD-3 in den Speicheldriisentumaexluziert war.
Noch nicht veroffentlichte Daten unserer Arbeitggre zeigten aul3erdem erstmalig,
dass auch die durch RT-PCR quantifizierte Expresder mRNA der Defensine hBD-
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1, hBD-2, hBD-3 und auch des S100 Proteins Psariagbenignen und malignen Spei-
cheldriisentumoren deutlich niedriger als in gesom&peicheldrisengewebe war. An-
dererseits lasst sich die Rolle deDefensine nicht ohne weiteres auf einen Nenner
bringen (Diamond und Ryan, 2011, S. 5). Bereitsdegibisher ausfuhrlicher erforsch-
ten Bedeutung der Defensine bei der Pathogeneseraten Karzinomen gibt es stark
abweichende Erkenntnisse (Kawsar et al., 2009,08). ZAhnliches trifft vermutlich
auch auf das HDP Psoriasin zu, das in dieser Stladieerste Mal in Speicheldriisen und
Speicheldrisentumoren nachgewiesen wurde. Aufgieimlénder Vergleichsstudien ist
eine Einordung der hier gewonnenen Erkenntnisseniturilfe der Ergebnisse aus Un-
tersuchungen mit anderen Tumorentitdten moglicterAduch beziglich der Bedeutung
der schon mehrfach untersuchten Expression voniaBgorei der Pathogenese von
oralen Plattenepithelkarzinomen bleiben noch Fragiéen (Kesting et al., 2009, S.
735). Diese eher duale Rolle als gleichzeitiger drsupressor und Onkogen scheint
jedoch auch auf andere HDPs wie zum Beispiel délse@adin LL-37 zuzutreffen. Die
Expression von LL-37 wird in malignen Brust- undnigentumoren hochreguliert und
scheint dort die Zellproliferation und Metastasmguwzu begunstigen, wahrend dieses
Peptid in Magenkrebs dereguliert wird und dabei damorwachstum eher hemmt (Wu
et al., 2010, S. 1745). Moglicherweise spielen dieser unterschiedlichen Wirkung
aber auch Faktoren und intramolekulare Ablaufe &o#ée, die noch unbekannt sind
oder bis dato noch nicht ausreichend verstandedameiDa HDPs aber der Immunab-
wehr angehoren ist eventuell auch ihre Uberexprasisi Tumorgewebe nur eine Art
Uberschiel3ende Reaktion des Immunsystems um Heigpise eine drohende Metasta-
sierung zu vermeiden, die aber nicht immer Erfag Moglicherweise sind HDPs so-
mit zwar Biomarker flr einige Tumorerkrankungen roéae maogliche Progression
aber keine begunstigenden Faktoren.

Um die molekularen Vorgénge bei der PathogeneseSmmicheldriisentumoren noch
besser verstehen und bereits gewonnene Erkenntmeser absichern und prufen zu
konnen, sind weitere breit gefacherte Studien ndigliohst hohen Fallzahlen und ideal-
erweise pathohistologisch ahnlichen Tumorvariani&rg.
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5.6 HDPs als alternative Chemotherapeutika der Zukunft?

Die Entwicklung neuer medikamentdser Therapeutka,vor allem fir Patienten mit
malignen Speicheldrisentumoren in fortgeschritteB@adien wichtig wéaren, ist auf-
grund der Seltenheit dieser Neoplasien eine beserdierausforderung. Klinische Stu-
dien mit Herceptin (Trastuzumab) oder EGFRidermal growth factor recptprAnta-
gonisten zeigten noch nicht den gewtinschten Eftalgan et al., 2010, S. 510).

Da die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie sdezierte Expression der unter-
suchten HDPs in den Speicheldrisentumoren zeigtefl{ sich auch die Frage nach
einer potentiellen therapeutischen Anwendung demakrobiellen Peptide.

Das host defense peptidBD-1 scheint auch fir Speicheldrisentumoren eimdr-
suppressor zu sein. Kiunftige Studien missen klate@EFB1 Elicitoren oder das Pep-
tid hBD-1 selbst als alternative Therapie in Fragenmt (Prado-Montes de Oca, 2010,
S. 803).

Denkbar ware auch der Einsatz von HDPs als Immumpleeitika. Das Cathelicidin LL-
37 wird zum Beispiel als immunstimulierenendes @peutikum fir die kdrpereigene
Abwehr bei der Elimination der Tumorzellen diskdti@Nu et al., 2010, S. 1744).
Moglicherweise kdnnten HDPs auch durch Induktiorr ég@optose und erhoéhter
Membranpermeabilitat die Tumorzelle initial schwéichund somit empfindlicher far
eine geplante Radio- und Chemotherapie machent(k, 008, S. 1596).

Xu et al. konnten zeigen, dass die Uber ein Plagmiidzierte intrazellulare Expression
desa-Defensin HNP-1 sowolih vitro als auch im Xenograft Modell an Nacktmausen
das Wachstum von Tumorzellen eines humanen Lungeo&drzinoms hemmen konn-
te (Xu et al., 2008, S. 1594). Steinstraesser. gealerierten ein synthetisches onkolyti-
scheshost defense peptidnd testeten dessen Poteniralvitro an Tumorzellen eines
Liposarkoms sowién vivo durch Xenografts an Nacktmausen. In der Zelllohes Sar-
koms zeigten sich starke zytotoxische und antifmaltive Auswirkungen und bei den
Tieren konnte eine Remission des Tumorvolumengdsstllt werden (Steinstraesser et
al., 2011, S. 3003). Das neu entwickelte Arzneghitind HDP Glutoxim/nov-002
(Pharma BAM/Noveios) befindet sich bereits in PhHsger klinischen Prufung und
wird in diesem Rahmen in Nordamerika als Medikamgggen Lungenkrebs verab-
reicht (Steinstraesser et al., 2011, S. 329).

Diese Berichte und die Ergebnisse der hier vorhidga Studie ermutigen dazu, auch
fur die Gruppe der Speicheldrisentumoren in Zukudfhlich konzipierte Studien
durchzufuhren.
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6 Zusammenfassung

Die Tumoren der Speicheldriisen repréasentieren 2%&8%% Neoplasien im Kopf- und
Halsbereich und nur 0,3% aller Krebserkrankungee.Magnostik und Therapie dieser
Tumoren ist jedoch haufig aufgrund ihrer anatomeschiahe zum Nervus facialis und
ihrer histologischen Vielfalt eine Herausforderuigotz Weiterentwicklungen im Be-
reich postoperativer Radiatio und auch Chemotheregbidie Prognose von Speichel-
drisenkarzinomen in fortgeschrittenen Stadien baufich ungunstig. Geeignete Prog-
noseparameter, die eine frihzeitigere histologiddeatifikation und somit besser an-
gepasste Therapien der besonders aggressiven aearmoglichten, waren hier von
grofRem klinischem Nutzen.

Das Wissen Uber die molekularen Ablaufe bei destéhting von Speicheldriisentumo-
ren ist noch unvollstandig. In den letzten Jahnén s jedoch immer mehr Hinweise,
dass sogenannteost defense peptid¢slDPs), auch antimikrobielle Peptide genannt,
als Effektormolekile des angeborenen Immunsysterols bei der Abwehr von malig-
nen Prozessen im Kdorper eine Rolle spielen. Es teobareits gezeigt werden, dass
einige Tumoren eine veranderte Expression bestimAidés aufweisen.

In dieser Studie wurde die immunhistochemische Wadtbarkeit der antimikrobiellen
Peptide beta-Defensin (hBD) -1, -2, -3 und PsanigSiL00A7) in Proben von gesun-
dem Speicheldrisengewebe (n = 35), Proben von memi§peicheldriisentumoren (n =
12) sowie Proben von malignen Speicheldrisentum@ren 5) untersucht. Die durch
die ABC-Methode erzielten Farbungen der Gewebetiehmiurden mit 150-facher
Vergrolierung fotografiert und entsprechend ihreb&atensitaten und Muster deskrip-
tiv beurteilt. Zusétzlich erfolgte eine semiquaatiite Auswertung der Farbeergebnisse
durch die Einordung in 3 Intensitatsklassen, fig giweils aufsteigend Punkte (1-3)
vergeben wurden

Die Expression von hBD-1, hBD-2, hBD-3 und Psonasar in der Mehrzahl der beni-

gen und malignen Speicheldriisentumoren geringeinatdeen Proben mit gesundem
Speicheldrisengewebe. Die Unterschiede waren RrdaHDPs etwa gleich ausgep-
ragt. Uberwiegend war die Expression aller untdrirc Peptide in den malignen Tu-
moren noch niedriger als im Grol3teil der benignpeiéeldrisentumoren. Daraus lasst
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sich die Schussfolgerung ziehen, dass die redezkexpression von hBD-1, hBD-2,
hBD-3 und Psoriasin bei der Pathogenese von Spgdicisentumoren eine Rolle spielt.

Die Kenntnisse Uber die verminderte Expressioneilezelnen HDPs in benignen und
malignen Speicheldriisentumoren im Vergleich mitugdem Speicheldrisengewebe
geben Anlass zu der Vermutung, dass HDPs Bedeldtender kdpereigenen Immun-
abwehr gegen Tumorzellen besitzen, deren Potam@lPrasenz moglicherweise aber
mit fortschreitender Malignitat abnimmt.

Die Ergebnisse dieser Studie fordern zu weiteretetdnchungen von HDPs in der his-
tologisch sehr variantenreichen Gruppe der Speaiciieéntumoren auf, um das bisheri-
ge Wissen uber die Funktionen der antimikrobielRaptide bei der Tumorgenese zu
erweitern und somit die Suche nach molekularen Brarloder méglicherweise sogar
alternativen Chemotherapeutika fortzusetzen.
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