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1 Einleitung 

 

 

1.1 Tumoren der Speicheldrüsen 

 

 

Die Tumoren der Speicheldrüsen repräsentieren zwischen 2% und 3% aller Neoplasien 
im Kopf- und Halsbereich und treten überwiegend in den großen Speicheldrüsen auf 
(Weber et al., 2002, S. 428). In der Mehrzahl sind diese Tumoren gutartig und entstehen 
in der Glandula parotis (Madani und Beale, 2006, S. 452). Maligne Tumoren der Spei-
cheldrüsen haben nur eine geringe Inzidenz von < 1:100000 (Schoenfeld et al., 2010, S. 
1). Jedoch sind Neoplasien der Glandula submandibularis zu einem Anteil von beinahe 
50% bösartig und bei Neubildungen der Glandulae palatinae trifft dies sogar auf 80% zu 
(Madani und Beale, 2006, S. 425 ).  

Die Therapie der Wahl für benigne und maligne Neoplasien der Speicheldrüsen besteht 
in den meisten Fällen ausschließlich in der vollständigen Resektion des Tumors 
(Gehrking et al., 2007, S. 195, Lang et al., 2005, S. 907). Metastasierende Karzinome in 
fortgeschrittenen Stadien stellen sehr häufig eine Indikation für eine Neck-Dissection 
und gegebenenfalls für eine postoperative Radiatio dar (Lang et al., 2005, S. 910). Für 
prognostisch sehr ungünstige oder inoperable Tumoren kommen teilweise auch Chemo-
therapeutika, wie beispielweise Cisplatin, 5-Fluorouracil und Adriamycin zum Einsatz, 
die bereits Wirksamkeit gegen Malignome der Speicheldrüsen gezeigt haben 
(Schoenfeld et al., 2010, S. 2). 

Die 5 und 10 Jahresüberlebensrate für Patienten mit Karzinomen der Speicheldrüsen 
beträgt 92% und 90%, wobei die Prognose für fortgeschrittene Stadien häufig nicht so 
günstig ist (Liu et al., 2010, S. 1). Wichtige Prognoseparameter sind hier auch die histo-
logische Klassifikation des Tumors sowie der häufig daraus ableitbare Malignitätsgrad 
(Lang et al., 2005, S. 822). Als „high-grade“ maligne sind das hochgradig maligne Mu-
koepidermoidkarzinom, das Speichelgangskarzinom und das Karzinom ex pleomorphes 
Adenom einzustufen, während das niedrigmaligne Mukoepidermoidkarzinom, das Azi-
nuszellkarzinom und das polymorphe niedrigmaligne Adenokarzinom als „low grade“ 
Tumoren angesehen werden können (Leivo, 2006, S. 662). Die häufigsten benignen 
Neoplasien der Speicheldrüsen sind das pleomorphe Adenom der Glandula parotis, ge-
folgt von den Zystadenolymphomen und anderen, nicht pleomorphen Tumortypen 
(Gehrking et al., 2007, S. 195).  



Einleitung 11 

Tabelle 1.1 zeigt die gültige WHO (World Health Organisation) Klassifikation von 
2005 für die histologische Einteilung von Tumoren der Speicheldrüsen und verdeutlicht 
den enormen Variantenreichtum in dieser Tumorgruppe.  

 

 

Tabelle 1.1:  Histologische Einteilung der Speicheldrüsentumoren nach der gültigen WHO Klassifikation  

Maligne epitheliale Tumoren Benigne epitheliale Tumoren 

Azinuszellkarzinom Pleomorphes Adenom 

Mukoepidermoidkarzinom Myoepitheliom 

Adenoidzystisches Karzinom Basalzelladenom 

Niedrigmalignes polymorphes Adenokarzinom  Warthin Tumor 

Epithelial-myoepitheliales Karzinom Onkozytom 

Klarzelliges Karzinom („not otherwise specified“) Kanalikuläres Adenom 

Basalzellkarzinom Talgdrüsenadenom 

Talgdrüsenkarzinom Talgdrüsen-Lymphadenom 

Talgdrüsen-Lymphadenokarzinom  

Zystadenokarzinom  

Niedrigmalignes kribiformes Zystadenokarzinom Speichelgangsadenome 

Muzinöses Adenokarzinom Invertiertes duktales Adenom 

Onkozytäres Karzinom Intraduktales Papillom 

Speichelgangskarzinom Sialadenoma papilliferum 

Adenokarzinom („not otherwise specified“) Zystadenoma 

Myoepitheliales Karzinom  

Karzinom ex pleomorphes Adenom Weichgewebstumoren 

Karzinosarkom Hämangiom 

Metastasierendes pleomorphes Adenom  

Plattenepithelkarzinom Hämatolymphoide Tumoren 

Kleinzelliges Karzinom Hodgkin Lymphom 

Großzelliges Karzinom Diffus-großzelliges B-Zell-Lymphom 

Lymphoepitheliales Karzinom Extranodales Marginalzonen B-Zell-Lymphom 

Sialoblastom  

(modifiziert nach Leivo, 2006, Tabelle 1) 
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Als eindeutig gesicherter Risikofaktor für die Entwicklung eines Speicheldrüsenkarzi-
noms gilt eine lange zurückliegende Strahlenexposition. Es gibt jedoch auch Hinweise 
auf weitere potentiell belastende Faktoren, wie Alkohol- und Nikotinabusus, genetische 
Veranlagung oder Umweltbelastungen (Lang et al., 2005, S. 818). 

Die molekularbiologischen und immunologischen Mechanismen bei der Ätiologie der 
gut- und bösartigen Speicheldrüsentumoren sind bisher ebenfalls nur teilweise erforscht 
(Pantelis et al., 2009, S. 526). Neuere Erkenntnisse haben gezeigt, dass bei pleomorphen 
Adenomen und Mukoepidermoidkarzinomen eine Veränderung auf chromosomaler 
Ebene stattfindet (Cheuk und Chan, 2007, S. 3). Eine Überexpression der Proteine p63 
und p73 ist bereits bekannt (Weber et al., 2002, S. 435). Außerdem tragen Mutationen 
von Onkogenen, das die Proliferation anregende Antigen Ki-67 und die Überexpression 
des Rezeptors HER-2/neu (human epidermal growth factor receptor 2) zur Entstehung 
der Neoplasien in Speicheldrüsen bei (Jaehne et al., 2005, S. 2530). Als Faktoren, die 
die Entdifferenzierung von schon bestehenden Speicheldrüsenkarzinomen verstärken 
können, werden genetische Veränderungen wie p53 Mutationen, verstärkte Expression 
von Cyclin D1 und eine Überproduktion des Proteins c-erbB2 (cellular avian erythrob-
lastosis homologue B2) diskutiert (Cheuk und Chan, 2007, S. 16). 

Seit einiger Zeit gibt es auch vermehrt Hinweise darauf, dass sogenannte host defense 
peptides (HDPs), auch antimikrobielle Peptide (AMPs) genannt, eine wichtige Bedeu-
tung bei der Kanzerogenese und der körpereigenen Tumorabwehr besitzen (Meyer und 
Harder, 2007,S. 3125). 

 

 

1.2 Die Rolle der HDPs bei der Immunabwehr 

 

 

Die Immunabwehr der Säugetiere setzt sich aus der angeborenen und der adaptiven (an-
gepassten) Immunabwehr zusammen (Steinstraesser et al., 2008, S. 528). Die angebore-
ne Immunabwehr kann neben der Aktivierung von Leukozyten auch eine Reihe von 
humoralen Mediatoren in Gang setzten (Meyer und Harder, 2007, S. 3119). Ein wichti-
ger Teil dieser Primärabwehr des körpereigenen Immunsystems ist die Gruppe der an-
timikrobiellen Peptide (Boman, 2003, S. 198). Diese HDPs haben teilweise nicht nur 
die Funktion endogener Antibiotika, sondern sorgen auch durch Chemotaxis für eine 
effektive Zusammenarbeit mit der adaptiven Immunabwehr (Wehkamp et al., 2007, S. 
258). Einige HDPs besitzen auch antivirales Potential oder sogar die Fähigkeit Tumor-
zellen zu bekämpfen (De Smet und Contreras, 2005, S. 1338). 
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1.3 Die Entdeckung der HDPs 

 

 

Bereits in den 50er Jahren bemerkte man eine gegen Bakterien effektive Substanz in 
Leukozyten (Meyer und Harder, 2007, S. 3119). Die ersten antimikrobiellen Peptide 
wurden ca. ein Jahrzehnt später in Granulozyten von Hasen und Meerschweinchen 
nachgewiesen (Zeya und Spitznagel, 1966, S. 752). In den frühen 70ern konnten Pepti-
de aus Pflanzen isoliert werden, die ebenfalls antibakterielle Fähigkeiten aufwiesen 
(Fernandez de Caleya et al., 1972, S. 999). Die ersten humanen HDPs wurden 1985 aus 
menschlichen Granulozyten separiert (Ganz et al., 1985, S. 1431). 

 

 

1.4 Einteilung 

 

 

Die HDPs sind kleine Peptidmoleküle, die aus weniger als 100 Aminosäuren zusam-
mengesetzt sind (Bals, 2000, S. 496). Sie sind positiv geladen und nahezu ubiquitär in 
allen Lebewesen existent (Hancock und Scott, 2000, S. 8856). Es ist bereits gelungen, 
über 900 verschiedene antimikrobielle Peptide zu identifizieren, die in eukaryonten Or-
ganismen vorkommen (Brahmachary et al., 2004, S. D588). Beim Menschen bestehen 
im Wesentlichen 2 wichtige Gruppen der HDPs: Die Cathelicidine und die Defensine 
(Steinstraesser et al., 2008, S. 528).  

 

 

1.4.1 Cathelicidin 

 

 

Das bis jetzt einzige humane Cathelicidin, LL-37 und sein Vorprotein hCAP18 (human 
cationic antimicrobial protein 18), wurden 1995 aus Knochenmark isoliert (Larrick et 
al., 1995, S. 1292). In der sehr vielfältigen Gruppe der Cathelicidine der Säugetiere ha-
ben jedoch alle das stabile N-terminale Cathelin und den antimikrobiellen C-terminalen 
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Bereich gemeinsam (Zanetti et al., 1995, S. 2). Cathelicidine sind kationisch und besit-
zen die Struktur einer α-Helix (Hirsch et al., 2008, S. 239). Das LL-37 wird vor allem in 
neutrophilen Granulozyten, Keratinozyten, Epithelien des Gastrointestinal-, Respirati-
ons- und Urogenitaltraktes sowie in Mastzellen, Monozyten und T-Zellen gebildet und 
zeichnet sich durch immunmodulierende Fähigkeiten, ein breites antimikrobielles 
Spektrum sowie antivirales und antimykotisches Potential aus (Steinstraesser et al., 
2008, S. 529). 

 

 

1.4.2 Defensine 

 

 

Die in einer beta-Faltblattstruktur angeordneten, amphipathischen, kationischen Defen-
sine sind in Pflanzen, Insekten sowie Wirbeltieren vorhanden und spielen auch beim 
Menschen eine wichtige Rolle (Pazgier et al., 2006, S. 1294). Die Defensine der Säuge-
tiere bekämpfen Bakterien und Viren, werden in Leukozyten und Epithelien gebildet 
und haben Bedeutung bei der Koordination der körpereigenen Abwehr (Droin et al., 
2009, S. 918). Beim Menschen gibt es jeweils die Gruppe der α- und der ß-Defensine, 
die beide ein Molekulargewicht zwischen 3,6 und 6 kDa, sowie 6 Cysteinreste aufwei-
sen, die durch 3 intramolekulare Disulfidbrücken verbunden sind (De Smet und Contre-
ras, 2005, S. 1338). Die jeweils unterschiedliche Anordnung der Disulfidbrücken ent-
scheidet über die verschiedenartige dreidimensionale Struktur der Defensine (Pazgier et 
al., 2006, S. 1297). Die Gene der α- und ß-Defensine befinden sich in einem Cluster des 
Chromosoms 8p23 (Beisswenger und Bals, 2005, S. 256). Einige Defensine wurden 
ausschließlich in Insekten und Pflanzen gefunden (Lehrer und Ganz, 2002, S. 96). Eine 
weitere Gruppe, die sogenannten θ-Defensine (cyclische Defensine) wurden bis jetzt 
nur aus den Leukozyten von Rhesusaffen isoliert (Pazgier et al., 2006, S. 1297). Abbil-
dung 1.1 verdeutlicht, wie unterschiedlich die Cysteine der 4 Defensingruppen jeweils 
über die Disulfidbrücken verbunden sind. 
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Abbildung 1.1:  Organisation der Disulfidbrücken
Defensinen (1-6, 2-4, 3-5), (B) Disulfidbrücken bei 
den Defensinen von Insekten (1-4, 2
(modifiziert nach Palffy et al., 2009, Abbildung 1)

 

 

1.4.2.1 α-Defensine 
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ben und deren 6 Cysteine jeweils an den Positionen 1
cken verbunden sind (Beisswenger und Bals, 2005
Anordnung der Disulfidbrücken
von α-Defensinen verdeutlicht.

Die ersten α-Defensine, die entdeckt wurden, waren gleichzeitig die ersten 
humanen antimikrobiellen Peptide
philen Peptide (HNP-1 – HNP
türlichen Killerzellen und T-Zellen produziert
timikrobielle Aktivität, wirken effe
Virus (HSV) und den Cytomegalievirus (CMV)
Immunabwehr ankurbeln (Hirsch et al., 2008
HD-5 und HD-6 entstammen den 
2005, S. 1339). Immunhistologi
tionsgranula der Epithelien der Lieberkühnschen Krypten lokali
1999, S. 912). Außerdem werden sie in 
lerzellen gebildet, sind gegen zahlreiche Bak
können die Bildung von Interleukin

 

 

nisation der Disulfidbrücken bei den Defensinen: A Disulfidbrücken bei 
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Disulfidbrücken, während Abbildung 1.2 den dreidimensionalen Aufbau 

verdeutlicht.  

Defensine, die entdeckt wurden, waren gleichzeitig die ersten 
humanen antimikrobiellen Peptide (Ganz et al., 1985, S. 1431). Die 4 Humanen Neutr
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1.4.2.2 ß-Defensine 
 

 

Die ß-Defensine bestehen aus 36 bis 42 Aminosäuren, weisen die typischen beta-
Faltblattstruktur auf und die Cysteinreste sind jeweils an den Positionen 1-5, 2-4 und 3-
6 über Disulfidbrücken verbunden (Beisswenger und Bals, 2005, S. 257). Abbildung 1.1 
zeigt die Anordnung der Disulfidbrücken der ß-Defensine. In Abbildung 1.2 ist die 
dreidimensionale Struktur des Peptids dargestellt.  

Das erste ß-Defensin wurde Anfang der 90er Jahre aus der trachealen Schleimhaut von 
Kühen isoliert (Selsted und Ouellette, 2005, S. 552). Bis heute hat man im menschli-
chen Genom ungefähr 40 für ß-Defensine codierende Regionen, sogenannte DEFBs 
entdeckt (Pazgier et al., 2006, S. 1297). Die ß-Defensine stellen eine Art Erstbarriere 
gegen Bakterien und Viren dar, da sie in den Epithelien der Haut und Schleimhäute ge-
bildet werden (Ouhara et al., 2005, S. 888). Diese Peptide haben direkte antimikrobielle 
Aktivität, indem sie mit den Membranen der Mikroorganismen reagieren und sind dabei 
gleichzeitig Effektormoleküle des angeborenen Immunsystems, die die Histaminfreiset-
zung in Mastzellen anregen und Chemoattraktion auf unreife dendritische Zellen sowie 
T-Zellen ausüben (Beisswenger und Bals, 2005, S. 260). 

 

 

 

Abbildung 1.2:  Links: dreidimensionale Struktur eines α-Defensins, rechts: dreidimensionale Struktur 
eines β-Defensins (modifiziert nach Bevins et al., 1999, Abbildung 1) 
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1.4.2.2.1 HBD-1 
  

 

HBD-1, das zuerst entdeckte menschliche ß-Defensin konnte 1995 aus dem Plasma nie-
renkranker Patienten isoliert werden (Bensch et al., 1995, S. 332). Es wird konstitutiv 
vor allem in T-Zellen, dendritischen Zellen, Epithelien der Haut, des Respirations-, 
Gastrointestinal- und Urogenitaltraktes gebildet (Prado-Montes de Oca, 2010, S. 801). 
HBD-1 ist wirksam gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien, Viren und Pilze 
und hat immunmodulierende Eigenschaften wie die Induktion von Interleukinen, die 
Degranulation von Mastzellen und die Unterstützung der Phagozytose (Steinstraesser et 
al., 2008, S. 529). HBD-1 wird zum Beispiel auch in den Moll-Drüsen des Lidrandes 
exprimiert und schützt vermutlich in Zusammenarbeit mit anderen antimikrobiellen 
Peptiden die Augenoberfläche vor Infektionen (Stoeckelhuber et al., 2008, S. 235). 

 

 

1.4.2.2.2 HBD-2 
 

 

HBD-2 wurde erstmals 1997 in psoriatrischen Hautläsionen entdeckt (Harder et al., 
1997, S. 861). Dieses antimikrobielle Peptid ist zum Beispiel in der Gingiva sowie gin-
givalen Keratinozyten nachweisbar und wird in entzündeten Regionen verstärkt gebildet 
(Mathews et al., 1999, S. 2743). Es zeigt ein ähnliches Wirkspektrum wie hBD-1, wird 
jedoch in nicht ganz so zahlreichen Körperregionen konstitutiv exprimiert 
(Steinstraesser et al., 2008, S. 239). Allerdings kann die Produktion von hBD-2 durch 
Bakterien (Liu et al., 2002, S. 277) oder Entzündungszellen (Selsted und Ouellette, 
2005, S. 553) gesteigert werden. Dies trifft auch besonders auf die Interleukine IL-1ß, 
IL-6, IL-8 und den Tumornekrosefaktor TNF-α zu (Pantelis et al., 2009, S. 526). 

 

 

1.4.2.2.3 HBD-3 
 

 

Das Peptid hBD-3 wurde 2001 fast gleichzeitig von 2 Forschungsgruppen entdeckt 
(Garcia et al., 2001, S. 259, Harder et al., 2001, S. 5709). Dunsche et al. konnten mRNA 
(messenger Ribonukleinsäure) von hBD-3 überwiegend in der Zunge, der Gingiva und 
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der Wangen- und Lippenschleimhaut feststellen (Dunsche et al., 2002, S. 123). HBD-3 
hat ebenfalls antibakterielle, antivirale sowie antimykotische Fähigkeiten und wird pri-
mär in Monozyten, T-Zellen, Epithelien des Gastrointestinal- und Urogenitaltraktes 
sowie der Haut und Schleimhäute exprimiert (Steinstraesser et al., 2008, S. 529). Die 
Bildung von hBD-3 kann durch IFN-µ (Interferon-y) angekurbelt werden und wirkt 
chemotaktisch auf Monozyten (Garcia et al., 2001, S. 263). 

 

 

1.4.3 Psoriasin 

 

 

Psoriasin war 1991 als ein neues Calcium-bindendes S100-Protein in den Läsionen pso-
riatrischer Haut entdeckt worden (Madsen et al., 1991, S. 707). Dieses HDP mit dem 
Molekulargewicht von 11,4 kDa, ist ein Mitglied der S100 Genfamilie und liegt auf 
dem S100 Gencluster auf Chromosom 1q21, weshalb es auch als S100A7 bezeichnet 
wird (Watson et al., 1998, S. 567). Alle S100 Proteine besitzen 4 α-Helices und 2 Cal-
cium-Bindungsstellen des EF-Hand-Typs (Eckert et al., 2004, S. 25). Psoriasin wird vor 
allem in psoriatrischen Keratinozyten exprimiert (Enerback et al., 2002, S. 43). S100 
Proteine haben eine Reihe von Funktionen, wie Zellzyklusprogression und intrazelluläre 
Calcium-Signalübermittlung und sie besitzen eine chemotaktische Wirkung auf Leuko-
zyten (Eckert et al., 2004, S. 30). Psoriasin ist wirksam gegen Gram-positive sowie 
Gram-negative Bakterien und kann die Haut vor Infektionen mit Escherichia coli schüt-
zen (Glaser et al., 2005, S. 60). Außerdem ist die Expression von Psoriasin bei der 
Wundheilung, einigen entzündlichen oder hyperproliferativen Hauterkrankungen sowie 
bei der atopischen Dermatitis und bei Mykosen erhöht (Zhou et al., 2008, S. 1). 
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1.5 Die Expression der HDPs in Speicheldrüsen 

 

 

Die Speicheldrüsen exprimieren das host defense peptid Cathelicidin (LL37) (Woo et 
al., 2003, S. 3). Auch im Speichel ist dieses Peptid enthalten (Murakami et al., 2002, S. 
848). Die Glandula parotis und die Glandula submandibularis bilden in den Zellen der 
Ausführungsgänge außerdem das antimikrobielle Peptid Histatin, das im Speichel ver-
mutlich Wirksamkeit gegen Candida albicans besitzt (Meyer und Harder, 2007, S. 
3119). Die α-Defensine HNP-1, HNP-2 und HNP-3 sind im Speichel sowie in den klei-
nen Speicheldrüsen und der Glandula submandibularis nachweisbar (Tao et al., 2005, S. 
3885). Zusätzlich sind im Speichel einige weitere antimikrobielle Bestandteile enthal-
ten, die die Mundschleimhaut vor Infektionen schützen, wie Lysozyme, Lactoferrin und 
Agglutinin (Dale und Fredericks, 2005, S. 123). 

 

 

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

 

 

In der Glandula parotis, der Glandula submandibularis und den kleinen Speicheldrüsen 
wurde mRNA des antimikrobiellen Peptids hBD-1 gefunden (Bonass et al., 1999, S. 
372). Sahasrabudhe et al. entdeckten das Peptid hBD-1 durch immunhistologische Un-
tersuchungen in den Ausführungsgängen der kleinen Speicheldrüsen sowie mit Hilfe 
der Western Blotting Methode im Speichel und vermuteten eine Bedeutung von hBD-1 
bei der lokalen Immunabwehr (Sahasrabudhe et al., 2000, S. 1673). Bonass et al. konn-
ten 1999 teilweise hBD-2 mRNA in einigen Proben der Glandula submandibularis und 
der kleinen Speicheldrüsen nachweisen (Bonass et al., 1999, S. 372). Mathews et al. 
stellten durch Western Blotting Analyse das Peptid hBD-2 im Speichel fest (Mathews et 
al., 1999, S. 2743). In der Glandula submandibularis und in den kleinen Speicheldrüsen 
konnte man außerdem mRNA von hBD-3 nachweisen (Dunsche et al., 2002, S. 123). 
Pantelis et al. entdeckten später auch in der Glandula parotis hBD-3 mRNA (Pantelis et 
al., 2009, S. 528). Zusätzliche immunhistologische Untersuchungen gaben Aufschluss 
über die genaue Lokalisation von hBD-1, hBD-2 und hBD-3 in der Glandula parotis 
und der Glandula submandibularis. Dabei stellte sich heraus, dass hauptsächlich die 
Ausführungsgänge und die azinären Endstücke der Drüsen Expression zeigten (Pantelis 
et al., 2009, S. 528). 
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1.5.2 Die Expression von Psoriasin in Speicheldrüsen 

 

 

Über die Expression des antimikrobiellen Peptids Psoriasin in Speicheldrüsen sind noch 
keine Studien veröffentlicht worden. 

In der Zunge und im Speichel konnte Psoriasin jedoch bereits nachgewiesen werden 
und hat dort vermutlich Bedeutung für die orale Immunabwehr (Meyer und Harder, 
2007, S. 3120).  

 

 

1.6 Die Rolle der HDPs bei der Tumorentstehung 

 

 

Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass die HDPs in malignen Tumoren anders regu-
liert werden als in gesundem Gewebe (Meyer und Harder, 2007, S. 3122).  

Das humane α-Defensin-1 (HNP-1) konnte im Speichel von Patienten mit Plattenepi-
thelkarzinomen nachgewiesen werden (Abiko et al., 2003, S. 248). Auch in der Glandu-
la submandibularis von Patienten mit oralen Plattenepithelkarzinomen wurde das Peptid 
HNP-1 gefunden (Mizukawa et al., 2001, S. 2171). In Tumorzellen scheinen α-
Defensine häufig vermehrte Expression aufzuweisen (Droin et al., 2009, S. 922). Einige 
ß-Defensine zeigen dagegen eher Eigenschaften von Tumorsuppressorgenen (Abiko 
und Saitoh, 2007, S. 182). 

 

 

1.6.1 HBD-1 

 

 

Es spricht vieles dafür, dass DEFB1, das Gen für hBD-1, ein Tumorsuppressorgen ist 
(Prado-Montes de Oca, 2010, S. 803). Dies scheint zum Beispiel bei einigen malignen 
urologischen Tumoren Bedeutung zu haben, da als Ursache für deren fehlende hBD-1 
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Expression Mutationen des Promoterpunktes vermutet werden (Sun et al., 2006, S. 
8548). In einer Studie zeigte sich bei mehr als 80% der Prostatatumoren und bei 90% 
der Nierenkarzinome keine oder stark abgeschwächte Nachweisbarkeit von hBD-1 
(Donald et al., 2003, S. 503). In Zellkulturen von Prostatakarzinomen bewirkte die In-
duktion einer hBD-1 Expression einen durch Caspase programmierten Zelltod der Tu-
morzellen (Bullard et al., 2008, S. 845). Außerdem zeigte sich, dass dieser Effekt be-
sonders deutlich bei Zellen eines Prostatakarzinoms im Spätstadium auftrat (Bullard et 
al., 2008, S. 847). In Plattenepithelkarzinomen wurde nur geringe Expression von hBD-
1 gefunden, was ebenfalls auf eine Rolle dieses antimikrobiellen Peptids als Tumor-
suppressor hindeutet (Wenghoefer et al., 2008, S. 662). 

 

 

1.6.2 HBD-2 

 

 

Sawaki et al. entdeckten durch HPLC (high performance liquid chromatography) in 
Gewebeproben von oralen Plattenepithelkarzinomen höhere Konzentrationen von hBD-
2 als im Kontrollgewebe (Sawaki et al., 2002, S. 2104). Wenghoefer et al. berichteten 
hingegen, dass die Genexpression von hBD-2 mRNA in oralen Plattenepithelkarzino-
men (OSCCs) geringer als in den Gesundproben war (Wenghoefer et al., 2008, S. 662). 
In Basalzellkarzinomen zeigte sich die Expression von hBD-2 mRNA im Vergleich mit 
gesundem Kontrollgewebe jedoch erhöht (Gambichler et al., 2006, S. 3). In immunhis-
tologischen Untersuchungen mit Gewebeproben von malignen Lungentumoren konnte 
aber wiederum eine Korrelation zwischen niedriger hBD-2 Expression und geringem 
Differenzierungsgrad festgestellt werden (Shestakova et al., 2010, S. 276). 

 

 

1.6.3 HBD-3 

 

 

Kesting et al. berichteten über eine signifikant höhere Expression von hBD-3 mRNA in 
oralen Plattenepithelkarzinomen als in gesunder Mundschleimhaut, die sich zusätzlich 
umso ausgeprägter darstellte, je besser der Tumor differenziert war (Kesting et al., 
2009, S.578). Wenghoefer et al. stellten in 5 untersuchten Plattenepithelkarzinomen im 
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Vergleich mit gesundem Gewebe auch eine zumindest leicht verstärkte Genexpression 
von hBD-3 fest (Wenghoefer et al., 2008, S. 662). In Zellen von Basalzellkarzinomen 
war die Konzentration an hBD-3 mRNA ebenfalls geringgradig höher 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 eine Rolle bei der Kanzerogenese spielt 
(Banerjee et al., 2005, S. 873). Psoriasin wird in Plattenepithelkarzinomen der Blase 
(Celis et al., 1996, S. 2108), und in invasiven Tumoren der Brust gebildet (Al-Haddad et 
al., 1999, S. 2061). Außerdem scheint bei Karzinomen der Brustdrüse ein Zusammen-
hang zwischen ungünstiger Prognose und Psoriasinexpression zu bestehen (Krop et al., 
2005, S. 11332). In präkanzerösen Hautläsionen, in Plattenepithelkarzinomen und Ba-
salzellkarzinomen wurde eine im Vergleich mit Gesundkontrollen signifikant vermehrte 
Bildung von Psoriasin mRNA gemessen (Moubayed et al., 2007, S. 256). Kesting et al. 
berichteten über eine signifikant erhöhte Expression von Psoriasin mRNA in oralen 
Plattenepithelkarzinomen im Vergleich mit normaler Mundschleimhaut (Kesting et al., 
2009, S. 734). Banerjee et al. stellten außerdem auf immunhistologischer Ebene in prä-
maligner und maligner Mundschleimhaut eine stärkere Psoriasinexpression fest als in 
gesundem Kontrollgewebe (Banerjee et al., 2005, S.872). 
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1.8 Die Expression der HDPs in Speicheldrüsentumoren 

 

 

In Mukoepidermoidkarzinomen von Speicheldrüsen konnte in den Zellen der Ausfüh-
rungsgänge und in den neutrophilen Granulozyten eine postive immunhistologische 
Färbung für die α-Defensine HNP-1, HNP-2 und HNP-3 festgestellt werden (Mizukawa 
et al., 2001, S. 2171). 

 

 

1.8.1 HBD-1 

 

 

Pantelis et al. fanden in pleomorphen Adenomen eine signifikant niedrigere Expression 
von hBD-1 mRNA als in gesundem Referenzgewebe, was sich in der Tendenz auch in 
den Ergebnissen der immunhistologischen Untersuchungen wiederspiegelte (Pantelis et 
al., 2009, S. 528). Wenghoefer et al. untersuchten 7 benigne und 7 maligne Speicheldrü-
sentumoren und entdeckten, dass hBD-1 in den Karzinomen und teilweise auch in eini-
gen pleomorphen Adenomen in den Zellkernen akkumulierte. Die Autoren vermuteten 
daher eine Promotorderegulation als begünstigenden Faktor für die festgestellte vermin-
derte Proteinexpression von hBD-1 (Wenghoefer et al., 2008, S. 3). 

 

 

1.8.2 HBD-2 

 

 

In den keratinisierten Regionen eines pleomorphen Adenoms konnte bereits im Jahr 
2003 hBD-2 nachgewiesen werden (Abiko et al., 2003, S. 249). In Gewebeschnitten von 
10 Mukoepidermoidkarzinomen wurde vor allem in den epidermoiden und intermedia-
ten Tumorzellen hBD-2 immunhistochemisch nachgewiesen (Mizukawa et al., 2001, S. 
2171). Wenghoefer et al. fanden hBD-2 in den Zellen der Ausführungsgänge, sowohl 
der benignen als auch der malignen Tumoren (Wenghoefer et al., 2008, S. 4).  
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In der Studie von Pantelis et al., in der die relative Genexpression durch RT-PCR (re-
verse transcription –polymerase chain reaktion) gemessen wurde, zeigte sich die Ex-
pression von hBD-2 mRNA in pleomorphen Adenomen im Vergleich zu gesunden 
Speicheldrüsen vermindert (Pantelis et al., 2009, S. 528). 

 

 

1.8.3 HBD-3 

 

 

Wenghoefer et al. berichteten über eine überwiegende Expression des Peptids hBD-3 im 
Zytoplasma der Zellen der Ausführungsgänge, was sowohl auf die gut- als auch auf die 
bösartigen Speicheldrüsentumoren zutraf (Wenghoefer et al., 2008, S. 4). Pantelis et al. 
fanden auf hBD-3 mRNA-Ebene keinen deutlichen Unterschied zwischen der Expressi-
on von hBD-3 in pleomorphen Adenomen und in gesunden Speicheldrüsen. Immunhis-
tologisch zeigte sich hBD-3 allerdings teilweise in einigen pleomorphen Adenomen 
auch in den Zellnukleus verschoben (Pantelis et al., 2009, S. 528). 

 

 

1.8.4 Psoriasin 

 

 

Über die Expression von Psoriasin in Speicheldrüsentumoren wurde noch keine Studie 
veröffentlicht. 
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1.9 Die Wirksamkeit von HDPs gegen Tumorzellen 

 

 

Es hat sich herausgestellt, dass einige antimikrobiellen Peptide auch antitumorale Fä-
higkeiten besitzen (Mader und Hoskin, 2006, S. 934). Da die wachsende Resistenz der 
Krebszellen gegen Chemotherapeutika ein Problem darstellt, könnten einige der natür-
lich vorkommenden antimikrobiellen Peptide, aber auch teil- und vollsynthetische Va-
rianten neue Behandlungsmöglichkeiten aufzeigen (Hoskin und Ramamoorthy, 2008, S. 
358). Tabelle 1.2 zeigt einige natürliche, beim Menschen oder bei Tieren vorkommende 
HDPs, die in der Lage sind, maligne Tumorzellen direkt oder indirekt zu bekämpfen. 

 

Tabelle 1.2: Zusammenfassung einiger natürlich vorkommender, kationischer HDPs mit Wirksamkeit 
gegen maligne Zellen  

Peptid Ursprung Klassifizierung 
Wirksamkeit gegen 
Krebszellen 

BMAP-28 

 

Bos taurus 

(Hausrind) 
 α-Helix membranolytisch 

HNP-1 (ß-Defensin) Homo sapiens ß-Faltblattstruktur 
membranolytisch 

antiangionetisch? 

Lactoferricin B 
Bos taurus 

(Hausrind) 
ß-Faltblattstruktur 

membranolytisch 

induziert Apoptose 

LL-37 (Cathelicidin) Homo sapiens  α-Helix membranolytisch 

Magainin 2 
Xenopus laevis 

(Krallenfrosch) 
 α-Helix 

membranolytisch 

induziert Apoptose? 

Melittin 
Apis mellifera 

(Honigbiene) 
 α-Helix membranolytisch 

Tachyplesin 1 
Tachypleus tridentatus 

(Pfeilschwanzkrebs) 
ß-Faltblattstruktur 

aktiviert Komplement 

antiangionetisch? 

induziert die  

Differenzierung von  

Krebszellen 

(modifiziert nach Hoskin und Ramamoorthy, 2008, Tabelle 1) 

 

 

Für eine klinische Anwendung sind HDPs nötig, die keine oder nur sehr geringe Toxizi-
tät gegen Zellen von Säugetieren haben, aber dennoch das Potential besitzen, maligne 
Zellen zu zerstören (Hoskin und Ramamoorthy, 2008, S. 370). Das aus Bienen gewon-
nene Melittin und das humane LL-37 sind jedoch sowohl für transformierte als auch für 
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gesunde Zellen toxisch (Schweizer, 2009, S. 191). Es stellt sich zunächst die Frage, wie 
die entsprechenden HDPs die malignen Zellen von den gesunden unterscheiden (Papo 
und Shai, 2005, S. 785). Die Membranen von Tumorzellen haben unter anderem einen 
höheren Gehalt an Phosphatidylserin, was zu einer stärkeren Anfälligkeit für die Per-
meabilisierung durch HDPs führen kann (Palffy et al., 2009, S. 55). Die Krebszellen 
haben zudem eine höhere Anzahl von Mikrovilli, wodurch vermutlich mehr antimikro-
bielle Peptide andocken können (Hoskin und Ramamoorthy, 2008, S. 361). 

 

 

1.9.1 Mechanismus der HDPs bei der Zerstörung von Tumorzellen 

 

 

Grundsätzlich gibt es 3 verschiedene Möglichkeiten, die den Tod einer Krebszelle be-
wirken können: Die Permeabilisierung der Zellmembran, die Zerstörung der mitochond-
rialen Membran und weitere, membranunabhängige Wirkmechanismen (Papo und Shai, 
2005, S. 785). Bei dem antimikrobiellen Peptid Magainin konnte man erstmals einen 
antitumoralen Effekt feststellen (Cruciani et al., 1991, S. 3793). Ähnlich der Zerstörung 
der Bakterienmembranen durch HDPs kann man diesen Vorgang auch bei Krebszellen 
mit dem sogenannten „carpet modell“ erklären: Die kationischen Peptide werden durch 
elektrostatische Anziehung der oft negativ geladenen Membranen der Krebszellen an-
gezogen (Mader und Hoskin, 2006, S. 936). Sie legen sich wie ein Teppich („carpet-
like manner“) parallel an die Membranen an und sobald eine bestimmte Schwellenkon-
zentration überschritten ist, passieren die Peptide die Membran, was meist den Kollaps 
der Membran und den Tod der Krebszelle zur Folge hat (Papo und Shai, 2005, S. 786). 
Die HDPs können über hydrophobe Vorgänge in den Membranen von Krebszellen auch 
durch den sogenannten „barrel-stave“ Mechanismus Poren oder Kanäle bilden (Mader 
und Hoskin, 2006, S. 936). HDPs können auch den Tod einer Krebszelle bewirken, in-
dem sie einmal in das Zytoplasma eingeschleust, die Membranen der Mitochondrien 
zerstören (Hoskin und Ramamoorthy, 2008, S. 361). Außerdem scheinen einige HDPs 
die Fähigkeit zu besitzen, auch hemmend auf interzelluläre Wirkmechanismen der Tu-
morzellen, wie zum Beispiel die Signaltransduktion, zu wirken (Winder et al., 1998, S. 
611). Einige antimikrobiellen Peptide sind auch in der Lage, die Immunabwehr gegen 
Krebs zu steigern und eine Art Resistenz zu generieren (Chernysh 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 können Defensine zytotoxisch auf Tumorzellen wirken (Lichtenstein et 
al., 1986, S. 1409). Defensine haben das Potential Tumorzellen aufzulösen, indem sie 
deren Membran durchdringen und die DNA vernichten (Droin et al., 2009, S. 923). 

 

 

1.9.2.1 α-Defensine 
 

 

Auch die α-Defensine HNP-1, HNP-2 und HNP-3 können durch Zerstörung des Memb-
ranpotentials und der Membran toxisch auf maligne Zellen wirken (Hoskin und Rama-
moorthy, 2008, S. 367). HNP-1 ist zum Beispiel in der Lage, in Zellkulturen Tumorzel-
len eines Plattenepithelkarzinoms zu zerstören (McKeown et al., 2006, S. 687). Jedoch 
lösen α-Defensine ab einer bestimmten Konzentration nicht nur transformierte, sondern 
auch gesunde Zellen auf (Nishimura et al., 2004, S. 92). 

 

 

1.9.2.2 ß-Defensine 
 

 

Die induzierte Expression von hBD-1 in einer Prostatakarzinomzellkultur bewirkte die 
Zerstörung der Tumorzellen (Bullard et al., 2008, S. 844). Im Mausmodell wurde durch 
Impfung mit murinem ß-Defensin-2 die Immunabwehr der Mäuse gegen Leukämie ge-
steigert (Ma et al., 2006, S. 1172). Möglicherweise können in der Zukunft zum Beispiel 
DEFB1 Elicitoren eingesetzt werden, die eine Überexprimierung des Tumorsuppressors 
hBD-1 bewirken und als Therapeutikum gegen Krebs einsetzbar wären (Prado-Montes 
de Oca, 2010, S. 803). Die Rolle der Defensine in der Onkogenese und ihr therapeuti-
sches Potential müssen noch weiter geklärt werden (Droin et al., 2009, S. 924). 
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1.9.3 Die Wirkung von Psoriasin auf Tumorzellen 

 

 

Da Psoriasin häufig stärker in Carcinoma in situ Tumoren der Brustdrüsen als in invasi-
ven Karzinomen oder gesundem Gewebe exprimiert wird, könnte dieses antimikrobielle 
Peptid bei den Carcinomata in situ auch eine inhibierende Wirkung auf die Epithelmig-
ration haben, die, sobald sie jedoch verlorengeht, zum Beginn einer erfolgreichen Inva-
sion beiträgt (Watson et al., 1998, S. 570). In der Zellkultur eines Plattenepithelkarzi-
noms und im Mausmodell konnte schon gezeigt werden, dass die induzierte Expression 
von S100A7 eine hemmende Wirkung auf die Proliferation und das Wachstum von 
Tumorzellen haben kann (Zhou et al., 2008, S. 2) 
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2 Problemstellung 

 

 

Tumoren der Speicheldrüsen sind selten (Targa-Stramandinoli et al., 2009, S. 200). 
Häufig erschwert jedoch, vor allem bei Tumorresektionen im Bereich der Glandula pa-
rotis, das Risiko einer Nervverletzung das therapeutische Vorgehen (Gehrking et al., 
2007, S. 195). Zusätzlich stellt auch der enorme histologische Variantenreichtum der 
Karzinome bei der histopathologischen Einordnung der Tumoren nicht selten eine He-
rausforderung dar (Bjorndal et al., 2011, S. 679). Trotz Fortschritten bei der Behandlung 
der Patienten mit angemessener Radio- und Chemotherapie ist die Prognose bei Spei-
cheldrüsenkarzinomen im fortgeschrittenen Stadium noch immer sehr ungünstig (Liu et 
al., 2010, S. 1). Dabei wären praktikable Prognoseparameter, die ein frühzeitiges Diag-
nostizieren der besonders aggressiven Malignome ermöglichen, von großem klinischen 
Nutzen (Lang et al., 2005, S. 910). Potentielle Biomarker auf molekularer Ebene, die 
mit der Ätiologie und der Progression von Speicheldrüsentumoren in Verbindung ge-
bracht werden sind die Überexpression von HER-2, Mutationen des p53 Tumorsuppres-
sorgens, H-ras Mutationen und die teilweise Überexpression von VEGF (vascular endo-
thelial growth factor) (Liu et al., 2010, S. 8). Neuere, zahlreiche Studienergebnisse deu-
ten drauf hin, dass auch einige host defense peptides das Potential besitzen, maligne 
Zellen zu zerstören, die Funktion von Tumorsuppressorgenen zu übernehmen oder das 
Tumorwachstum direkt zu beeinflussen und dass somit auch die Dysregulation der 
HDP-Expression eine Rolle bei der Tumorgenese spielen könnte (Meyer und Harder, 
2007, S. 3125). Insbesondere das Defensin hBD-1 scheint tumorsuppressives Potential 
zu besitzen (Prado-Montes de Oca, 2010, S. 802). 

Pantelis et al. konnten bereits darlegen, dass neben der verringerten Expression der an-
timikrobiellen Peptide hBD-2 und hBD-3 vor allem die Expression der mRNA von 
hBD-1 in pleomorphen Adenomen deutlich niedriger als in gesundem Speicheldrüsen-
gewebe war (Pantelis et al., 2009, S. 528). Die immunhistologischen Tests der gleichen 
Studie zeigten außerdem eine überwiegende Lokalisation von hBD-1 im Nukleus der 
Tumorzellen, was zusätzlich die Hypothese der Autoren unterstützte, dass hBD-1 auch 
für Speicheldrüsentumoren ein Tumorsuppressor ist, der durch Akkumulation im Zell-
kern dereguliert werden kann (Pantelis et al., 2009, S. 528). Wenghoefer et al., deren 
Arbeitsgruppe die Expression von hBD-1, hBD-2 und hBD-3 sowohl in benignen als 
auch malignen Speicheldrüsentumoren immunhistologisch untersuchte, berichteten über 
ähnliche Ergebnisse (Wenghoefer et al., 2008, S. 4). 

Gerade aufgrund der histologischen Vielfalt der Speicheldrüsentumoren besteht jedoch 
großer Bedarf nach weiteren, ähnlich konzipierten Studien. Außerdem gibt es Hinweise, 
dass auch das in Speicheldrüsen und Speicheldrüsentumoren noch nicht nachgewiesene 
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HDP Psoriasin bei der Entstehung und Progression von Malignomen ein wichtiger Fak-
tor sein könnte (Kesting et al., 2009, S. 735). 

Ziel dieser Studie war es, ein Expressionsprofil der antimikrobiellen Peptide hBD-1, 
hBD-2, hBD-3 und Psoriasin sowohl von gesundem Speicheldrüsengewebe als auch 
von Speicheldrüsentumoren zu erstellen. Dazu wurden zunächst Gesundproben und 
Proben von malignen und benignen Neoplasien der Speicheldrüsen gesammelt und an-
schließend mit immunhistologischen Testreihen untersucht.  

Besonderes Interesse galt hierbei potentiellen Konzentrationsunterschieden der Peptide 
hBD-1, hBD-2 und hBD-3 in gesundem Speicheldrüsengewebe im Vergleich mit Tu-
morgewebe. Außerdem sollte geklärt werden, ob das host defense peptid Psoriasin in 
gesundem Speicheldrüsengewebe konstitutiv gebildet wird und ob auch für dieses Pep-
tid eine veränderte Expression in den Speicheldrüsentumoren festgestellt werden kann. 
Durch diese Studie sollten die Kenntnisse über eine mögliche Bedeutung von HDPs bei 
der Entstehung von Speicheldrüsentumoren erweitert werden. 
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3 Material und Methode 

 

 

3.1 Patienten 

 

 

Das untersuchte Gewebe der Speicheldrüsen oder Speicheldrüsentumoren stammt von 
20 männlichen (43,5%) und 26 weiblichen (56,5%) Patienten, die zum Zeitpunkt der 
Probenentnahme im Durchschnitt 57,6 Jahre alt waren. Tabelle 3.1 verdeutlicht die weit 
gestreute Altersverteilung im Patientenkollektiv. 

 

 

Tabelle 3.1:  Zusammensetzung der Patienten 

 Anzahl Alter von – bis (Jahre) 
Durchschnittsalter 
(Jahre) 

Patienten gesamt 46 4 – 96 57,6 

Männliche Patienten 20 4 – 80 53,9 

Weibliche Patienten 26 38 – 96 60,5 

 

 

Alle Patienten wurden in der Klinik für Mund-, Kiefer- Gesichtschirurgie oder der Kli-
nik für Hals-, Nasen- Ohrenheilkunde an der Technischen Universität München behan-
delt und operiert. Das Entnahmeprotokoll wurde von der Ethikkommission der Medizi-
nischen Fakultät der Technischen Universität München (Registrierungs-Nummer 
2705/10) bewilligt und ist in Übereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki 
(1964). Alle Patienten gaben durch ihre Unterschrift eine schriftliche Einverständniser-
klärung.  
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3.2 Material 

 

 

Die Entscheidung zur Resektion der jeweiligen Speicheldrüse war aus unterschiedlichen 
Gründen getroffen worden: Die Entfernung einer gesunden Glandula submandibularis 
erfolgte überwiegend im Rahmen einer Neck-Dissection, die aufgrund einer malignen 
Tumorerkrankung im Kopfbereich notwendig geworden war. Keiner der Patienten war 
präoperativ bestrahlt worden. Tabelle 3.2 verdeutlicht, dass der Hauptanteil der Proben 
mit gesundem Gewebe von einer Glandula submandibularis stammte. 

 

 

Tabelle 3.2:  Zusammensetzung der entnommenen Gewebeproben 

 
Anzahl 

(gesamt) 

Glandula 

parotis 

Glandula 

submandibularis 

Glandula 

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 Speicheldrüsentumor entfernt werden musste, war gleich-
zeitig gesundes Referenzgewebe der betroffenen Drüse entnommen und der Gruppe mit 
gesundem Speicheldrüsengewebe hinzugefügt worden. Dies traf auf Proben von 2 
Gaumenspeicheldrüsen (Glandulae palatinae) und von 4 Ohrspeicheldrüsen (Glandula 
parotis) zu. 

Alle Tumoren wurden im Institut für Allgemeine Pathologie und Pathologische Anato-
mie im Klinikum rechts der Isar der Technischen Universität München untersucht und 
histologisch typisiert. Bei den 12 benignen Tumoren handelte es sich um 7 pleomorphe 
Adenome, 1 Myoepitheliom und 2 Warthin Tumoren (Adenolymphome) der Glandula 
parotis, sowie um je ein pleomorphes Adenom der Glandula submandibularis und der 
Gaumenspeicheldrüsen. Tabelle 3.3 gibt einen Überblick über die histologischen Tu-
mortypen der untersuchten gutartigen Neoplasien. 
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Tabelle 3.3:  Histologische Zusammensetzung der benignen Speicheldrüsentumoren 

Tumortyp Glandula parotis 
Glandula  

submandibularis 
Glandulae palatinae 

Pleomorphes Adenom 7 1 1 

Myoepitheliom 1 - - 

Warthin Tumor 2 - - 

 

 

Die Gruppe der malignen Tumoren bestand aus 2 Plattenepithelkarzinomen der Glandu-
la parotis, je einem Mukoepidermoidkarzinom der Glandula parotis und der Gaumen-
speicheldrüsen sowie aus einem Adenoidzystischen Karzinom der Gaumenspeicheldrü-
sen. Tabelle 3.4 gibt zusätzliche Informationen über Malignitäts- und Differenzierungs-
grad der Karzinome. 

 

 

Tabelle 3.4:  Histologische Kriterien der 5 malignen Tumoren 

Karzinomtyp Drüse Malignität Differenzierung 

Mukoepidermoidkarzinom Glandula parotis Hoch Gering 

Adenoidzystisches  

Karzinom 
Glandulae palatinae Niedrig Hoch 

Mukoepidermoidkarzinom Glandulae palatinae Niedrig Hoch 

Plattenepithelkarzinom Glandula parotis Mittel Mäßig 

Plattenepithelkarzinom Glandula parotis Hoch Gering 
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3.3 Immunhistochemische Färbungen 

 

 

3.3.1 Die Vorbereitung der Gewebeproben für die Immunhistologie 

 

 

Die Proben mit gesundem Speicheldrüsengewebe und Speicheldrüsentumoren wurden 
intraoperativ gewonnen und in 3,7%-iger Formaldehyd-Lösung fixiert. Danach wurden 
die Gewebeteile in Einbettkapseln verbracht und in einem Einbettautomaten (TES-1, 
Firma: Wendt GmbH & Co. KG, Georgsmarienhütte) mittels einer aufsteigenden Alko-
holreihe (1 x 70%, 2 x 96%, 3 x 100%) entwässert und durch das Durchlaufen von 2 x 
Xylol sowie 4 x Paraffin für den nächsten Arbeitsschritt vorbereitet. Anschließend wur-
den die Kapseln mit den Gewebeproben auf Einbettförmchen aus Metall gelegt und mit 
heißem, flüssigem Paraffin aufgefüllt und bis zum vollständigen Erhärten des Paraffin-
blocks auf einer Kühlplatte stehen gelassen. 

Danach konnten aus den Paraffin-Gewebeblöcken mit einem Schlittenmikrotom 4 µm 
starke Schnitte hergestellt werden und auf Superfrost® Plus Gläser (Menzel GmbH & 
Co. KG, Braunschweig) aufgebracht werden. Zur Erhöhung der Haftung auf dem Glas-
träger wurden die Paraffinschnitte über Nacht im Wärmeschrank bei 48 Grad Celsius 
getrocknet. 

 

 

3.3.2 Grundprinzip der immunhistochemischen Färbung nach der 
ABC-Methode 

 

 

Grundsätzlich soll durch ein immunhistochemisches Verfahren ein bestimmtes Antigen 
bzw. Protein im Gewebe nachgewiesen und lokalisiert werden. Hierbei benötigt man 
einen spezifischen Primärantikörper, der sich ausschließlich und stark an das zu unter-
suchende Antigen anlagert. An diesen Antigen-Antikörperkomplex muss ein zuverlässi-
ges Detektionssystem gekoppelt sein, das ein späteres Sichtbarmachen des gesamten 
Komplexes im Gewebe ermöglicht.  
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In dieser Studie wurde die Immunhistologie mit der ABC (Avidin-Biotin-Complex)-
Methode bzw. Streptavidin-Biotin-Methode durchgeführt. Der Vorteil dieser Methode 
ist die hohe Affinität von Avidin (Hühnereiweiß) für Biotin. Ein biotinylierter Sekun-
därantikörper lagert sich an den, bereits an das gesuchte Antigen gebundenen Primäran-
tikörper an, der jetzt als Antigen fungiert. Der jetzt hinzugefügte Peroxidase-Avidin-
Biotin-Komplex kann sich an die biotinylierte Region des Sekundärantikörpers binden. 
Die Peroxidase (Meerrettich-Peroxidase) ist wiederum in der Lage mit einem zugefüg-
ten Chromogen (Substrat) zu reagieren. Durch diesen Vorgang kann das Antigen bzw. 
Protein sichtbar gemacht werden. 

In der hier vorliegenden Studie kam als Chromogen 3,3-Diaminobenzidin (DAB) zum 
Einsatz. Durch Zugeben von Wasserstoffperoxid zur Peroxidase werden Protonen frei-
gesetzt und das DAB wird selbst oxidiert. Durch diesen Vorgang entsteht ein braunes, 
im Gewebe sichtbares Endprodukt, das in Färbeintensität und Verteilungsmuster direkt 
mit dem zu detektierenden Protein zusammenhängt.  

 

 

3.3.3 Immunhistochemische Gebrauchslösungen 

 

 

Folgende Lösungen wurden je nach Bedarf mehrfach selbst hergestellt: 

 

3.3.3.1 PBS Puffer („PBS Grube“) 
 

 

Um den PBS-Puffer (phosphat buffered saline) mit einem pH-Wert von 7,4 anzuferti-
gen mussten zunächst die Stammlösungen A und B hergestellt werden. Für die Stamm-
lösung A wurden 27,6 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH2PO4 x H2O, 
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) in 1 Liter Aqua dest titriert. Für die Stammlö-
sung B wurden 35,6 g di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na2HPO4 x 2 H2O, 
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) in 1 Liter Aqua dest unter Rühren aufgelöst. 

Zur Produktion von 1 Liter PBS-Puffer musste als erster Schritt 8,77 g Natriumchlorid 
(NaCl, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) in 900 ml Aqua dest aufgelöst werden. 
Sodann wurden 10 ml der Stammlösung A hinzu gegeben. Danach wurden mindestens 
40 ml, oder nach Bedarf eine größere Menge der Stammlösung B hinzupipettiert, bis 
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das pH-Meter einen pH-Wert von 7,4 für die Pufferlösung anzeigte. Zum Schluss wurde 
die Lösung mit Aqua dest auf 1 Liter aufgefüllt.  

 

 

3.3.3.2 Citratpuffer 
 

 

Auch die Herstellung des Citratpuffers mit einem pH-Wert von 6,0 erforderte die vorhe-
rige Anfertigung seiner Stammlösungen A und B. Für die Stammlösung A wurden 
21,01 g Citronensäure-Monohydrat (C6H8O7 x H2O, Merck KGaA, Darmstadt) in 1 Li-
ter Aqua dest in Lösung gebracht. Für die Herstellung von Stammlösung B mussten 
29,41 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat (C6 H5Na3O7 x 2 H2O, Merck KGaA, Darmstadt) in 
1 Liter Aqua dest titriert werden. Die Stammlösungen A und B wurden im Kühlschrank 
bei 4 Grad Celsius gelagert. 

Zur Produktion von 1 Liter Citratpuffer wurden 18 ml der Stammlösung A mit 82 ml 
der Stammlösung B in einem Gefäß unter Rühren gemischt und mit Aqua dest auf 1 
Liter aufgefüllt. Der pH-Wert der Lösung wurde mit dem pH-Meter kontrolliert. In sel-
tenen Fällen musste durch zusätzliche, vorsichtige Zugabe der Stammlösung B der fast 
fertige Citratpuffer noch auf den pH-Wert 6 angehoben werden.  

 

  

3.3.3.3 3,3 Diaminobenzidin (DAB) 
 

 

Um eine gebrauchsfertige DAB-Lösung herzustellen wurde 1 DAB-Tablette (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) im Dunkeln in 15 ml PBS-Lösung aufgelöst und 
anschließend 90 Minuten unter Lichtausschluss gerührt. Nach Filtration der DAB-
Lösung erfolgte das portionsweise Abfüllen von je 500 µl in Eppendorf-Cups. Bis zum 
Gebrauch wurden die Cups bei -20 Grad Celsius gelagert.  
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3.3.3.4 Chemikalien 
 

 

Tabelle 3.5:  Chemikalien 

Produkt Hersteller 

DPX 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  

Steinheim, Deutschland 

Eosin 1% Lösung 
Bio-Optica,  

Mailand, Italien 

Ethanol 
Merck KGaA, 

Darmstadt, Deutschland 

Formaldehyd-Lösung 3,5-3,7% 
Fischar GmbH & Co.KG,  

Saarbrücken, Deutschland 

Goat Serum (Blocking Reagenz) 
Vector Laboratories,  

Burlingame, CA, USA 

Mayer`s hematoxylin 
Bio-Optica, 

Mailand, Italien 

Vectastain® ABC Kit (Avidin-Biotin-Komplex) 
Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA 

Wasserstoffperoxid 30% 
Merck KGaA,  

Darmstadt, Deutschland 

Xylol 
Mallinckrodt Baker B.V.,  

Niederlande 
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3.3.4 Antikörper 

 

 

Tabelle 3.6:  Primärantikörper 

Primärantikörper Verdünnung Spezies Hersteller 

ß-defensin 1 (FL-68), polyklonal 1:100 Hase 
Santa Cruz Biotechnology,  

Santa Cruz, CA, USA 

ß-defensin 2 (FL-64), polyclonal 1:100 Hase 
Santa Cruz Biotechnology,  

Santa Cruz, CA, USA 

ß-defensin 3, polyclonal 1:100 Hase 
Novus Biologicals,  

Littleton, CO, USA 

Psoriasin/HID5, monoclonal 47C1068 1:50 Maus 
Imgenex,  

San Diego, CA, USA 

 

 

 

 

 

Tabelle 3.7:  Sekundärantikörper 

Sekundärantikörper Verdünnung Hersteller 

Biotinylated Anti-Rabbit IgG 1:200 
Vector Laboratories,  

Burlingame, CA, USA 

Biotinylated Anti-Mouse IgG 1:200 
Vector Laboratories,  

Burlingame, CA, USA 
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3.3.5 Färbeprotokoll für hBD-1, hBD-2 und hBD-3 

 

 

Das Verfahren zum immunhistologischen Nachweis für die 3 Peptide hBD-1, hBD-2 
und hBD-3 wurde vorab in Testläufen erprobt. Dabei orientierte man sich primär an 
einem bereits bewährten Routineprotokoll zur Detektion dieser Proteine in ähnlichem 
Gewebe, in diesem Fall an Gewebeschnitten des Augenlids eines Guanakos. Nach meh-
reren Variationen der Verdünnung des 1. Antikörpers (1:100, 1:500, 1:1000) und Wech-
sel des Blocking Serums von Schweineserum auf ein Ziegenserum wurden gute Resul-
tate beim Sichtbarmachen der 3 nachzuweisenden Defensine erzielt. 

Alle Färbungen erfolgten dann immer nach dem gleichen, im Folgenden beschriebenen 
Protokoll: 

Die zu färbenden Schnitte wurden 2 x 10 Minuten in reinem Xylol und danach 1 x 10 
Minuten in einem 50%-igen Xylol-Ethanol-Gemisch rehydriert. Sodann fand eine je 2 
Minuten dauernde Spülung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50%, 70%, 80%, 2 x 
100%) und ein kurzes Eintauchen in Aqua dest statt. Zur Antigendemaskierung folgte 
danach das Erhitzen der Schnitte in einer Lösung aus Citratpuffer für 3 x 5 Minuten in 
einer Mikrowelle bei 600 Watt (W) und anschließend eine Abkühlungsphase von 20 
Minuten außerhalb der Mikrowelle. Daraufhin wurden die Gewebeproben für 1 Minute 
in Puffer gespült und für 10 Minuten in eine 3%-ige Wasserstoffperoxid-Lösung gestellt 
und lichtundurchlässig mit Aluminiumfolie abgedeckt, um die Wirksamkeit des H2O2 
sicherzustellen. Anschließend erfolgte eine Spülung in Aqua dest und in PBS-Puffer für 
je 1 Minute, das Abtupfen der Schnitte mit Filterpapier und das Auslegen in einer 
feuchten Kammer. Um potentiell störende, unspezifische Bindungen zu vermeiden, 
wurde danach das Blocking Reagenz appliziert und für 30 Minuten Einwirkzeit belas-
sen. Für das Blocking Reagenz wurde 30 µl Ziegenserum mit 1ml PBS-Pufferlösung 
verdünnt.  

Nach Abtupfen der Gewebeschnitte mit Filterpapier wurde der erste Antikörper in einer 
1:100 mit PBS-Puffer verdünnten Lösung aufgebracht. Dann wurden die Schnitte für 1 
Stunde bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer stehen gelassen und über Nacht im 
Kühlschrank bei 4 Grad Celsius aufbewahrt. Am nächsten Tag erwärmten die Paraffin-
schnitte wiederum 1 Stunde bei Raumtemperatur, bevor eine 3 x 5 Minuten dauernde 
Spülung in PBS-Puffer folgte. Nach erneutem vorsichtigen Abtupfen der Gewebeschnit-
te mit Filterpapier konnte der zweite Antikörper (biotinyliert) in einer 1:200 mit PBS 
verdünnten Lösung aufgetragen und für 45 Minuten belassen werden. Anschließend 
wurden die Proben nach erneutem Spülen für 3 x 5 Minuten in PBS-Puffer und Abtup-
fen mit Filterpapier für 45 Minuten der Streptavidin-Lösung (Vectastain® ABC Kit) 
ausgesetzt. Für diese Lösung war 30 Minuten vor dem Auftragen je 10 µl Avidin mit 10 
µl biotinylierte Meerrettich-Peroxidase gemischt worden. Daraufhin wurden alle Proben 
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wieder 3 x 5 Minuten in PBS-Puffer gewaschen. Danach wurden je 500 µl kurz zuvor 
aufgetautes 3,3-Diaminobenzidin (DAB, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) mit 
1 µl H2O2 gemischt und diese Lösung wurde auf die Schnitte appliziert und für 5 Minu-
ten belassen. Anschließend folgte ein zügiges Abspülen der Schnitte mit Hilfe einer mit 
Aqua dest befüllten Spritzflasche und ein 2 Minuten dauerndes Eintauchen in Aqua 
dest. Um eine Kernfärbung durchzuführen, wurden die Gewebeschnitte nur für ca. 1 
Sekunde in Hämalaun gehalten. Dann wurden die Schnitte für 8 Minuten unter langsam 
laufendes Leitungswasser gestellt (gebläut). Nach anschließendem Durchlaufen einer 
aufsteigenden Alkoholreihe (50%, 70%, 80%, 2 x 100%) für jeweils 2 Minuten folgte 
eine Einwirkzeit von 5 Minuten in einer Lösung aus 50% Ethanol und 50% Xylol. Dar-
aufhin wurden die gefärbten Gewebeschnitte 2 x 5 Minuten in reinem Xylol gespült und 
abschließend mit Deckgläsern und einem histologischen Einschlussmittel (DPX, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) zum Trocknen und Mikroskopieren eingedeckelt. In 
allen Durchläufen wurde mindestens eine Negativprobe mitgeführt, auf die anstelle des 
1. Antikörpers PBS-Puffer aufgetragen worden war. 

Die verwendeten Antikörper und Chemikalien sind in Tabelle 3.5, Tabelle 3.6 und Ta-
belle 3.7 aufgelistet 

 

 

3.3.6 Färbeprotokoll für Psoriasin 

 

 

Da das HDP Psoriasin zuvor noch nicht in Speicheldrüsen oder Speicheldrüsentumoren 
nachgewiesen worden war, wurden als Positivkontrollen bei den immunhistochemi-
schen Färbungen Paraffinschnitte mit humanen Lippengewebe mitgeführt. Der immun-
histologische Nachweis für Psoriasin musste ebenfalls vorher in mehreren Testläufen 
standardisiert werden. Nach Variationen einiger Parameter, wie verschiedene Verdün-
nungen des 1. Antikörpers (1:50, 1:100) und unterschiedliche Wirkzeiten des 2. Anti-
körpers und des 3,3 Diaminobenzidins konnte für die Detektion von Psoriasin in Spei-
cheldrüsen und Speicheldrüsentumoren ein Routineprotokoll etabliert werden. Bis auf 
folgende Unterschiede entsprachen die einzelnen Arbeitsschritte exakt dem Vorgehen 
für hBD-1, hBD-2 und hBD-3.: 

Der 1. Antikörper wurde in der Verdünnung 1:50 aufgetragen. Der 2. Antikörper ver-
blieb für eine Einwirkzeit von 80 Minuten auf den Gewebeschnitten. Die Einwirkzeit 
für das DAB betrug 10 Minuten.  
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Auch hier wurde in allen Durchläufen mindestens eine Negativprobe mitgeführt, auf die 
anstelle des 1. Antikörpers nur PBS-Puffer aufgetragen wurde. 

 

In Tabelle 3.5, Tabelle 3.6 und Tabelle 3.7 sind die verwendeten Chemikalien und An-
tikörper aufgeführt. 
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4 Ergebnisse 

 

 

4.1 Deskriptive Beurteilung der immunhistologischen Unter-
suchungen 

 

 

Alle bearbeiteten Gewebeschnitte wurden mikroskopiert (Nikon Eclipse 80i Mikroskop, 
Düsseldorf) und in verschiedenen Vergrößerungen digital fotografiert. 

 

 

4.1.1 Allgemeine Beschreibung der Ergebnisse 

 

 

Die Expressionsmuster in den gesunden Speicheldrüsen waren für alle 4 untersuchten 
antimikrobiellen Peptide ähnlich: Sowohl die Defensine als auch das somit in Speichel-
drüsen erstmals nachgewiesene Psoriasin konnten vorrangig in den intralobulär liegen-
den Schalt- und Streifenstücken sowie in den interlobulären Ausführungsgängen der 
untersuchten Gewebeproben lokalisiert werden. In den serösen Endstücken des Paren-
chyms wurde allgemein eine geringere Peptidexpression festgestellt als im Bereich der 
Gangsysteme. In der Bindegewebskapsel und den Septen des Drüsenstromas zeigte sich 
kaum Expression. In den größeren, mukösen Drüsenendstücken konnte grundsätzlich 
keines der hier untersuchten Peptide nachgewiesen werden. Die immunhistologische 
Nachweisbarkeit von hBD-1, hBD-2, hBD-3 und Psoriasin war im Großteil der Spei-
cheldrüsentumoren deutlich geringer als in den gesunden Speicheldrüsen. Im neoplas-
tisch umgeformten Gewebe war die Expression der 4 untersuchten Peptide meist nur 
abgeschwächt erkennbar. Dies traf besonders auf Tumoren zu, in denen kaum noch re-
guläre Drüsenstrukturen vorhanden waren. In zumindest noch rudimentär erkennbaren 
Ausführungsgängen konnten häufig Defensine oder Psoriasin nachgewiesen werden. 
Teilweise war auch im metaplastisch veränderten Tumorstroma noch eine angedeutete 
diffuse Anfärbbarkeit des jeweiligen HDPs zu erkennen. Dies traf sowohl auf benigne 
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als auch auf maligne Tumoren zu. Insgesamt war die Expression in den 5 malignen Tu-
moren meist noch schwächer als in den gutartigen Neubildungen. 

 

 

4.1.2 Immunhistochemischer Nachweis von hBD-1 in gesundem Spei-
cheldrüsengewebe und Speicheldrüsentumoren 

 

 

Abbildung 4.1verdeutlicht ein typisches Expressionsmuster des hier in immunhistologi-
schen Tests nachgewiesenen hBD-1. Die Fotografie zeigt die Lokalisation von hBD-1 
in gesundem Gewebe einer Glandula submandibularis. Die stärkste Färbung ist in den 
Streifenstücken, interlobulären Ausführungsgängen (gelber Pfeil) und Schaltstücken 
erkennbar. Das Peptid hBD-1 ist im gesamten Zytoplasma der Epithelzellen vorhanden. 
Zum Lumen der Ausführungsgänge scheint sich die Färbung wie in Form von Sekre-
tionsgranula häufig noch zu verdichten. Die Anfärbbarkeit für hBD-1 ist in den serösen 
Azini (roter, gekerbter Pfeil) zwar vorhanden aber deutlich schwächer als in den Zellen 
des Gangsystems.  

Abbildung 4.2 zeigt ein Beispiel für den immunhistochemischen Nachweis von hBD-1 
in einem benignen Speicheldrüsentumor, in diesem Fall in einem pleomorphen Adenom 
einer Glandula submandibularis. Die Proteinexpression für hBD-1 ist in den strang- und 
netzförmigen gewucherten Epithelien nur vereinzelt und schwach zu erkennen. Im auf-
gelockerten Grundgewebe des Tumors ist kaum Färbung feststellbar. In der mitgeführ-
ten Negativkontrolle für hBD-1 ist keinerlei Braunfärbung verifizierbar. (Abbildung 
4.3) 
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Abbildung 4.1:   Glandula submandibularis, immunhistochemischer Nachweis von hBD-1, starke Fär-
bung eines Ausführungsgangs (gelber Pfeil), schwächere Färbung eines serösen Endstückes (roter, ge-
kerbter Pfeil), Balken entspricht 100 µm 

 

Abbildung 4.2:  Pleomorphes Adenom der Glandula submandibularis, Immunhistochemischer Nachweis 
von hBD-1, Balken entspricht 100 µm 
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Abbildung 4.3:   Glandula submandibularis, Negativkontrolle, mitgeführt bei einer Färbung für den 
immunhistochemischen Nachweis von hBD-1, Balken entspricht 100 µm 
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4.1.3 Immunhistochemischer Nachweis von hBD-2 in gesundem Spei-
cheldrüsengewebe und in Speicheldrüsentumoren 

 

 

Abbildung 4.4 veranschaulicht die immunhistologische Lokalisation des antimikrobiel-
len Peptids hBD-2 in einer Glandula submandibularis. Das Expressionsmuster von 
hBD-2 weist große Ähnlichkeit mit dem Grundmuster der Nachweisbarkeit von hBD-1 
in Abbildung 4.1 auf. Auch hier zeigen vorrangig die Streifenstücke und Ausführungs-
gänge eine deutliche Braunfärbung und somit Proteinexpression. 

Wie bereits erwähnt, war auch die Expression von hBD-2 in den Tumoren allgemein 
weniger stark ausgeprägt als im gesunden Speicheldrüsengewebe. Abbildung 4.5 zeigt 
die Expression des Peptids hBD-2 in einem gering differenzierten Plattenepithelkarzi-
nom der Glandula parotis. Bis auf wenige, sehr kleine Bezirke ist hBD-2 im Gewebe 
kaum nachweisbar. 

 

 

 

Abbildung 4.4:  Glandula submandibularis, Immunhistochemischer Nachweis von hBD-2, Balken ent-
spricht 100 µm 
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Abbildung 4.5:  Plattenepithelkarzinom der Glandula parotis, Immunhistochemischer Nachweis von 
hBD-2, Balken entspricht 100 µm 

 

 

4.1.4 Immunhistochemischer Nachweis von hBD-3 in gesundem Spei-
cheldrüsengewebe und in Speicheldrüsentumoren 

 

 

Auch die Ergebnisse der immunhistologischen Testreihen von hBD-3 in gesundem 
Speicheldrüsengewebe ähneln den vorher beschrieben Expressionsmustern von hBD-1 
und hBD-2. Abbildung 4.6 stellt die typischen, primär auffälligen, durch das Chromo-
gen DAB braungefärbten Expressionsareale von hBD-3 in den Streifenstücken sowie in 
den interlobulären Ausführungsgängen der Drüse dar. Die serösen Azini sind nur 
schwach angefärbt. In diesem Gewebeschnitt ist gut zu erkennen, dass die mukösen 
Drüsenendstücke (gelber Pfeil) keinerlei Expression von hBD-3 zeigen.  

Wie schon erläutert, war die Expression auch von hBD-3 in den meisten Tumoren ge-
ringer als in den Proben mit gesundem Speicheldrüsengewebe. Abbildung 4.7 zeigt die 
Expression des Peptids hBD-3 in einem „low grade“ adenoidzystischen Karzinom der 
kleinen Speicheldrüsen des Gaumens. Größtenteils ist nur im Stroma eine schwach aus-
geprägte Braunfärbung zu erkennen. 
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Abbildung 4.6:  Glandula submandibularis, Immunhistochemischer Nachweis von hBD-3, keine Fär-
bung der mukösen Endstücke (gelber Pfeil), Balken entspricht 100 µm 

 

Abbildung 4.7:  Adenoidzystisches Karzinom der Glandulae palatinae, Immunhistochemischer Nach-
weis von hBD-3, Balken entspricht 100 µm 
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4.1.5 Immunhistochemischer Nachweis von Psoriasin in gesundem 
Speicheldrüsengewebe und in Speicheldrüsentumoren 

 

 

Abbildung 4.8 stellt die Lokalisation von Psoriasin in gesundem Gewebe einer Glandula 
submandibularis dar. Man kann gut erkennen, dass die Regionen mit der stärksten Ex-
pression, wie bei den Defensinen, im Wesentlichen die Streifenstücke und interlobulä-
ren Ausführungsgänge sind. Die azinösen Drüsenendstücke sind nur sehr schwach ge-
färbt. 

Bei der Beurteilung der Speicheldrüsentumoren zeigten diese in der Mehrzahl ebenfalls 
eine geringere Färbeintensität für den Nachweis des antimikrobiellen Peptids Psoriasin. 
Abbildung 4.9 zeigt die imunhistochemische Lokalisation von Psoriasin in einem vor-
wiegend myxoiden pleomorphen Adenom der Glandula parotis. In den epithelialen 
Zellproliferaten und im Tumorstroma ist eine mittelstarke Färbung feststellbar. 

 

 

 

Abbildung 4.8:  Glandula submandibularis, Immunhistochemischer Nachweis von Psoriasin, Balken 
entspricht 100 µm 
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Abbildung 4.9:  Pleomorphes Adenom der Glandula parotis, Immunhistochemischer Nachweis von 
Psoriasin, Balken entspricht 100 µm 
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4.2 Semiquantitative Auswertung 

 

 

4.2.1 Auswertungssystem 

 

 

Um die Ergebnisse semiquantitativ erfassen zu können, wurde jeweils ein spezieller 
Bereich der Gewebeschnitte durch Betrachten bei 150-facher (Objektiv 10 x) Vergröße-
rung mit Hilfe des Nikon Eclipse 80i Mikroskops ausgewählt und digital fotografiert. 
Die Auswahl der Areale konzentrierte sich auf Regionen mit Schalt-, Streifenstücken 
und interlobulären Ausführungsgängen, da hier die stärkste Färbung zu erkennen war. 
Sofern bei den Tumoren noch neoplastisch veränderte Gangstrukturen sichtbar waren, 
wurden diese Segmente für die Auswertung herangezogen. War im gesamten histologi-
schen Schnitt keinerlei Drüsengewebe mehr auffindbar, wurde ein repräsentativer Be-
reich des Tumorgewebes für das Foto ausgewählt. 

Die Beurteilung der Färbeintensität erfolgte getrennt durch 2 voneinander unabhängige 
Mitarbeiter. Dafür wurden 3 Intensitätsklassen mit den Attributen keine bis schwache 
Färbung, moderate Färbung und starke Färbung generiert und für diese jeweils aufstei-
gend Punktwerte von 1 (keine bis schwache Färbung, Klasse 1) bis 3 (starke Färbung, 
Klasse 3) vergeben. In Tabelle 4.1 ist das System der Punktevergabe nochmals verdeut-
licht. 

 

 

Tabelle 4.1:  Einteilung der Färbeintensität in Punktwerte 

Klassifikation Färbeintensität Punktwert 

Klasse 1 keine bis schwache Färbung 1 

Klasse 2 moderate Färbung 2 

Klasse 3 starke Färbung 3 

 

 

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

 

 

Die Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung der immunhistochemischen Testrei-
hen für hBD-1, hBD-2, hBD-3 und Psoriasin bestätigten den bereits nur durch alleiniges 
Mikroskopieren der Gewebeschnitte gewonnenen Eindruck: Bei allen 4 untersuchten 
HDPs lag der ermittelte durchschnittliche Punktwert der Tumorgesamtgruppe (benigne 
und maligne Tumoren zusammengefasst) unter dem der Gruppe mit den gesunden Spei-
cheldrüsengewebeproben. Bei hBD-1, hBD-3 und Psoriasin betrug die Differenz mehr 
als 0,2 Punkte. Für das antimikrobielle Peptid hBD-2 war der Unterschied mit einer 
durchschnittlichen Punktzahl von 1,69 für die Fraktion der Gesundproben und von 1,53 
für die Tumoren weniger deutlich. Tabelle 4.2, Tabelle 4.3, Tabelle 4.4 und Tabelle 4.5 
geben detailierte Informationen zu den für hBD-1, hBD-2, hBD-3 sowie zu Psoriasin 
ermittelten Punktwerten. In Tabelle 4.6 sind die Punkzahlen der einzelnen malignen 
Tumoren in Zusammenhang mit ihrem histologischen Differenzierungsgrad aufgeführt. 
Bei den 2 gering differenzierten, sowie bei einem hoch differenzierten Karzinom betrug 
der durchschnittliche Punktwert 1. Nur bei dem mäßig differenzierten und bei einem der 
beiden hoch differenzierten Malignomen lag der Durchschnitt für alle 4 gemessenen 
HDPs zusammen bei 1,75 Punkten.  

 

 

4.2.2.1 Ergebnisse für hBD-1 
 

 

Bei der immunhistologischen Färbung für das antimikrobielle Peptid hBD-1 wies der 
Großteil der gesunden Speicheldrüsen eine moderate Färbeintensität auf. In der Tumor-
gruppe gab es keinen Gewebeschnitt mit starker Färbung und der durchschnittliche 
Punktwert lag mit 1,41 deutlich unter dem entsprechenden Punktwert der gesunden 
Proben von 1,80. Tabelle 4.2 gibt einen Überblick der ermittelten Punktwerte.   
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Tabelle 4.2:  Auswertung für hBD-1 mit dem Punktesystem 

Gewebe 
Gesamt  

(Anzahl) 

Schwache 
Färbung 

(Anzahl) 

Moderate 
Färbung 

(Anzahl) 

Starke  

Färbung 

(Anzahl) 

Punktwert  

(Durchschnitt) 

Gesundes 
Gewebe 

35 9 24 2 1,80 

Tumoren  

(Gesamt) 
17 10 7 0 1,41 

Benigne 

Tumoren 
12 7 5 0 1,42 

Maligne 

Tumoren 
5 3 2 0 1,40 

 

 

4.2.2.2 Ergebnisse für hBD-2 
 

 

Im Hauptanteil der Proben von gesunden Speicheldrüsen konnte das Defensin hBD-2 
immunhistologisch mit mittlerer Färbeintensität nachgewiesen werden. Der durch-
schnittliche Punktwert lag mit 1,69 über den Tumoren, in deren Gruppe die meisten 
Gewebeschnitte nur schwache Anfärbbarkeit zeigten. 

 

 

Tabelle 4.3:  Auswertung für HBD-2 mit dem Punktesystem 

Gewebe 
Gesamt  

(Anzahl) 

Schwache 
Färbung 

(Anzahl) 

Moderate 
Färbung 

(Anzahl) 

Starke  

Färbung 

(Anzahl) 

Punktwert  

(Durchschnitt) 

Gesundes 
Gewebe 

35 12 22 1 1,69 

Tumoren  

(Gesamt) 
17 10 5 2 1,53 

Benigne  

Tumoren 
12 6 5 1 1,58 

Maligne  

Tumoren 
5 4 0 1 1,40 
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4.2.2.3 Ergebnisse für hBD-3 
 

 

Das Peptid hBD-3 hatte bei den gesunden Speicheldrüsen einen durchschnittlichen 
Punktwert von 1,91. Die Gruppe der benignen und malignen Neoplasien hatte mit 1,47 
Punkten im Durchschnitt eine weniger ausgeprägte Färbeintensität. 

 

 

Tabelle 4.4:  Auswertung für HBD-3 mit dem Punktesystem 

Gewebe 
Gesamt  

(Anzahl) 

Schwache 
Färbung 

(Anzahl) 

Moderate 
Färbung 

(Anzahl) 

Starke  

Färbung 

(Anzahl) 

Punktwert 

(Durchschnitt) 

Gesundes 
Gewebe 

35 5 28 2 1,91 

Tumoren  

(Gesamt) 
17 10 6 1 1,47 

Benigne  

Tumoren 
12 6 5 1 1,58 

Maligne  

Tumoren 
5 4 1 0 1,20 

 

 

4.2.2.4 Ergebnisse für Psoriasin 
 

 

Auch bei den Ergebnissen der immunhistologischen Testreihen für Psoriasin traten im 
Durchschnitt erkennbare Abweichungen in der Färbeintensität auf. Die gesunden Spei-
cheldrüsen erreichten einen Punktwert von 1,80, während die Tumorgruppe mit dem 
durchschnittlichen Punktwert von 1,59 als Ganzes betrachtet weniger stark anfärbbar 
war.  
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Tabelle 4.5:  Die Auswertung für Psoriasin mit dem Punktesytem 

Gewebe 
Gesamt  

(Anzahl) 

Schwache 
Färbung 

(Anzahl) 

Moderate 
Färbung 

(Anzahl) 

Starke  

Färbung 

(Anzahl) 

Punktwert  

(Durchschnitt) 

Gesundes 
Gewebe 

35 13 16 6 1,80 

Tumoren  

(Gesamt) 
17 9 6 2 1,59 

Benigne  

Tumoren 
12 5 5 2 1,75 

Maligne  

Tumoren 
5 4 1 0 1,20 

 

 

4.2.2.5 Die Auswertung der malignen Speicheldrüsentumoren mit dem Punkte-
system 

 

 

Die malignen Speicheldrüsentumoren zeigten bei allen 4 Peptiden überwiegend schwa-
che oder mittlere immunhistologische Nachweisbarkeit. Die 2 Karzinome mit dem nied-
rigsten histologischen Differenzierungsgrad erreichten überall nur die geringste Färbe-
intensität von 1 Punkt. Deutlich höher lagen das mäßig differenzierte Plattenepithelkar-
zinom einer Glandula parotis und das hoch differenzierte Mukoepidermoidkarzinom 
einer Glandulae palatinae mit einem durchschnittlichen Punktwert von 1,75. Aber auch 
das hoch differenzierte Adenoidzystische Karzinom der Gaumenspeicheldrüsen zeigte 
bei den immunhistochemischen Tests aller 4 HDPs durch schwache oder keine Färbung. 
(Punktwert 1) 

 

 

Tabelle 4.6:  Auswertung der Färbeintensität der Karzinome mit dem Punktesystem 

Histologischer Befund Drüse Differen-
zierung 

HBD-1  HBD-2 HBD-3 Psoriasin 
Punktwert  

(Durchschnitt) 

Mukoepidermoidkarzinom Parotis Gering 1 1 1 1 1  

Plattenepithelkarzinom Parotis Gering 1 1 1 1 1  

Plattenepithelkarzinom Parotis Mäßig 2 1 2 2 1,75 

Mukoepidermoidkarzinom 
Glandulae 
palatinae 

Hoch 2 3 1 1 1,75 

Adenoidzystisches  

Karzinom 
Glandulae 
palatinae 

Hoch 1 1 1 1 1 
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5 Diskussion 

 

 

Ziel der vorliegenden Studie war es, mit Hilfe von immunhistologischen Methoden, 
Kenntnisse über die Proteinexpression der HDPs hBD-1, hBD-2, hBD-3 und Psoriasin 
sowohl in gesundem Speicheldrüsengewebe als auch in benignen und malignen Tumo-
ren zu erhalten und miteinander zu vergleichen. Durch die Ergebnisse dieser Untersu-
chung konnte das antimikrobielle Peptid Psoriasin erstmalig in Speicheldrüsen und 
Speicheldrüsentumoren nachgewiesen werden. Das bisherige Wissen über die Expressi-
on der Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 konnte durch die hier vorliegende Studie 
überwiegend bestätigt und erweitert werden. Die Anfärbbarkeit und damit die Höhe der 
Proteinexpression von hBD-1, hBD-2, hBD-3 und Psoriasin war sowohl in den gutarti-
gen als auch in den bösartigen Neoplasien schwächer als in den Proben mit gesundem 
Drüsengewebe. 

 

 

5.1 Reduzierte Expression von hBD-1 in Speicheldrüsentu-
moren 

 

 

Das antimikrobielle Peptid hBD-1 wird in zahlreichen Epithelien konstitutiv exprimiert 
(Meyer und Harder, 2007, S. 2123). In vielen Tumorgewebeproben fehlt es jedoch oder 
ist deutlich reduziert (Prado-Montes de Oca, 2010, S. 803). Pantelis et al. stellten in 
pleomorphen Adenomen der Speicheldrüsen eine signifikant niedrigere Expression von 
hBD-1 mRNA fest als in gesunden Speicheldrüsen (Pantelis et al., 2009, S. 528). Mög-
licherweise geht in malignen Zellen durch Mutationen des Promoterpunktes für die 
mRNA-Polymerase die Expression von hBD-1 verloren (Sun et al., 2006, S. 8854). 
Auch maligne Tumoren der Niere und Prostata werden mit Mutationen des Promoters 
für das hBD-1 Gen in Verbindung gebracht (Kawsar et al., 2009, S. 696). Immunhisto-
logische Untersuchungen betreffend berichteten sowohl Pantelis et al. als auch Weng-
hoefer et al. bei den pleomorphen Adenomen über eine teilweise Verlagerung des hBD-
1 Peptids vom Zytoplasma in den Kern der Tumorzellen (Pantelis et al., 2009, S. 528, 
Wenghoefer et al., 2008, S. 3). In den Gewebeschnitten der malignen Speicheldrüsen-
tumoren war diese Verschiebung von hBD-1 in den Nukleus und verminderte Expressi-
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on noch ausgeprägter (Wenghoefer et al., 2008, S. 3). In den hier beschriebenen Unter-
suchungen konnte zwar, wie in den beiden Vergleichsstudien, eine verminderte Expres-
sion von hBD-1 in den benignen und noch deutlicher in den malignen Speicheldrüsen-
tumoren festgestellt werden, eine gleichzeitige Akkumulation in den Zellkernen war 
jedoch nicht erkennbar. Eine mögliche Erklärung könnten die vor allem zu Beginn der 
immunhistochemischen Färbungen teilweise von den beiden anderen Studien abwei-
chenden Arbeitsschritte sein. Zusätzlich ist aufgrund der in der hier vorliegenden Studie 
relativ geringen Anzahl, histomorphologischen Vielfalt und unterschiedlichen Differen-
zierungsgrade der Karzinome ein direkter Vergleich nicht uneingeschränkt möglich. Da 
die Expression von hBD-1 in den Tumoren der hier vorliegenden Studie trotz nicht er-
kennbarer Akkumulation des Peptids im Zellkern reduziert war, unterstützen die Ergeb-
nisse der vorliegenden Untersuchung dennoch die Vermutung, dass hBD-1 ein Tumor-
suppressor ist. Es konnte auch schon gezeigt werden, dass ein synthetisch hergestelltes 
hBD-1 die Proliferation der Zelllinie eines Blasenkarzinoms hemmt oder auch die 
Apoptose von Zellen eines Nierenkarzinoms bewirkt (Sun et al., 2006, S. 8547). Bullard 
et al. induzierten die Expression von hBD-1 in Zellkulturen von Prostatakarzinomen 
und berichteten über eine durch Veränderungen in ihren Membranen und die Aktivie-
rung von Caspase hervorgerufene Zerstörung der Tumorzellen (Bullard et al., 2008, S. 
847). Es wäre daher sinnvoll, die Wirkung von hBD-1 auch auf Zellkulturen von Spei-
cheldrüsenkarzinomen zu testen, um herauszufinden, ob und durch welche molekularen 
Mechanismen dieses antimikrobielle Peptid das Potential aufweist deren Tumorzellen 
direkt oder indirekt negativ zu beeinflussen.  

 

 

5.2 Reduzierte Expression von hBD-2 in Speicheldrüsentu-
moren 

 

 

Die Bildung des antimikrobiellen Peptids hBD-2 ist in Epithelien vor allem durch die 
Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen und Mikroorganismen induzierbar 
(Abiko und Saitoh, 2007, S. 3066). Interessanterweise war in der hier vorliegenden Stu-
die die hBD-2 Expression in den Proben mit gesundem Speicheldrüsengewebe, also die 
konstitutive Expression, auch schwächer als bei den anderen 3 nachgewiesenen Pepti-
den. Trotzdem war auch die Proteinexpression von hBD-2 in den Tumoren der hier vor-
liegenden Studie weniger ausgeprägt als in den meisten Gesundkontrollen.  
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Es wurde bereits gezeigt, dass hBD-2 in oralen malignen Tumoren exprimiert wird 
(Mizukawa et al., 2000, S. 2005). In pleomorphen Adenomen fanden Pantelis et al. eine 
um mehr als die Hälfte niedrigere hBD-2 mRNA Expression als in gesundem Speichel-
drüsengewebe. In der gleichen Studie konnte jedoch auf immunhistologischer Ebene in 
den Gewebestrukturen der 5 untersuchten pleomorphen Adenome keinerlei Expression 
des hBD-2 Peptids lokalisiert werden (Pantelis et al., 2009, S. 528). In der hier vorlie-
genden Arbeit wurde hingegen in allen 9 pleomorphen Adenomen, den 2 Adenolym-
phomen (Warthin-Tumoren) und dem Myoepitheliom eine, wenn auch häufig abge-
schwächte, immunhistochemische Färbung von hBD-2 festgestellt. Wenghoefer et al. 
berichten in Übereinstimmung mit den hier präsentierten Ergebnissen zwar ebenso über 
eine hBD-2 Expression im Zytoplasma der Tumorzellen von allen 3 untersuchten pleo-
morphen Adenomen, jedoch traf dies nicht auf die 2 Zystadenolymphome und eines der 
beiden Onkozytome ihrer Studie zu (Wenghoefer et al., 2008, S. 4). Eine Erklärung für 
diese Abweichung könnte teilweise die in allen 3 Studien unterschiedliche Schichtdicke 
der vorbereiteten Gewebeschnitte sein, da Pantelis et al. mit nur 1µm die schwächste 
Nachweisbarkeit hatten, die bei Wenghoefer et al. mit 2µm und in der hier vorliegenden 
Studie mit 4µm deutlicher wurde (Pantelis et al., 2009, S. 527, Wenghoefer et al., 2008, 
S. 2). Außerdem darf wiederum die auf alle 3 Studien zutreffende geringe Fallzahl und 
der gleichzeitig große histologische Variantenreichtum der Speicheldrüsentumoren 
nicht außer Acht gelassen werden, weshalb die Ergebnisse nicht für alle Tumorsubtypen 
repräsentativ sein können und nur Hinweise aufzeigen. 

Mizukawa et al. entdeckten im Jahr 2001  das Peptid hBD-2 in einem Mukoepider-
moidkarzinom und beschrieben, dass Mukoepidermoidkarzinome in ihrem Expressi-
onsverhalten teilweise Plattenepithelkarzinomen ähneln und dass basale Zellen sowohl 
Mukoepidermoid- als auch Plattenepithelkarzinome generieren könnten (Mizukawa et 
al., 2001, S. 2174). In der hier vorliegenden Studie gab es 2 Mukoepidermoidkarzino-
me, von denen das hoch differenzierte eine starke Färbung und das gering differenzierte 
nur eine sehr schwache Färbeintensität aufwies. Abiko et al. konnten moderate bis star-
ke Expression in den keratinisierten Bereichen von gut differenzierten Plattenepithel-
karzinomen feststellen (Abiko et al., 2001, S. 250). In der hier dargestellten Studie hat-
ten jedoch auch das hoch differenzierte Adenoidzystische Karzinom der Gaumenspei-
cheldrüsen und das mäßig differenzierte Plattenepithelkarzinom der Glandula parotis 
nur schwache hBD-2 immunhistologische Anfärbbarkeit, wobei hier wiederum zu be-
denken ist, dass das histologische Muster eines Plattenepithelkarzinoms der Haut oder 
Schleimhaut nur bedingt mit einem Adennoidzystischen Karzinom zu vergleichen ist. 
Im Zusammenhang mit der Graduierung und Prognose des Plattenepithelkarzinoms der 
Glandula parotis ist jedoch interessant, dass die Gruppe um Lang et al. diese Malignome 
grundsätzlich als „high-grade“ Karzinome einstuft (Lang et al., 2005, S. 825). Das mä-
ßig differenzierte Plattenepithelkarzinom dieser Stufe wäre somit als biologisch aggres-
siv einzustufen und niedrige Expression von hBD-2 wäre auch hier mit hohem Maligni-
tätsgrad vergesellschaftet. Zusammengefasst zeigte die hier vorgelegte Arbeit, etwas 
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weniger deutlich als bei hBD-1 und hBD-3, auch bei hBD-2 in der semiquantitativen 
Auswertung, bei den Karzinomen und auch in der Gesamtbetrachtung der benignen und 
malignen Tumoren durchschnittlich eine schwächere Expression des HDP hBD-2 als 
bei den Gewebeproben der gesunden Speicheldrüsen. Dies stimmt teilweise mit den 
Ergebnissen von Wenghoefer et al. überein, die in Plattenepithelkarzinomen der Mund-
schleimhaut eine um mehr als die Hälfte verminderte hBD-2 mRNA Expression im 
Vergleich mit gesunder Gingiva feststellten (Wenghoefer et al., 2008, S. 661). Auch 
Meyer et al. fanden in mit Candida albicans infizierten Tonsillenkarzinomen eine nied-
rigere hBD-2 mRNA Nachweisbarkeit als in gesunden Tonsillen. (Meyer et al., 2004, S. 
1029). Im Gegensatz dazu untersuchten Sawaki et al. 2002 die Konzentration von hBD-
2 in Plattenepithelkarzinomen durch HPLC (high performance liquid chromatography) 
und stellten in den malignen Läsionen höhere Werte als im gesunden Vergleichsgewebe 
fest. Die Autoren berichteten weiter, dass die hBD-2 Konzentrationen unabhängig von 
der TNM Stadien der Karzinome waren und dass diejenigen Patienten mit höherem 
hBD-2 Level nach den Operationen einen besseren Gesundungsverlauf und geringere 
Metastasenbildung zeigten (Sawaki et al., 2002, S. 2106). Diese teilweise stark abwei-
chenden Ergebnisse fordern zu weiteren umfangreichen Studien auf, um die Rolle von 
hBD-2 in Tumoren des Kopf- und Halsbereichs weiter zu klären. 

 

 

5.3 Reduzierte hBD-3-Expression in Speicheldrüsentumoren 

 

 

Das Peptid hBD-3 besitzt ein großes antimikrobielles Spektrum und seine Expression 
kann durch TNF-α und Bakterien induziert werden (Harder et al., 2001, S. 5712). Wie 
hBD-1 und hBD-2, scheint auch hBD-3 Bedeutung bei der Pathogenese von oralen Plat-
tenepithelkarzinomen zu haben (Meyer und Harder, 2007, S. 3122). Pantelis et al. fan-
den jedoch keinen Unterschied zwischen der hBD-3 mRNA Expression in pleomorphen 
Adenomen und gesundem Speicheldrüsengewebe. Ähnlich der hier vorgestellten Studie 
zeigten die Ergebnisse der immunhistologischen Tests jedoch im gesunden Gewebe das 
typische Expressionsmuster für hBD-3 in Speicheldrüsen, während in den neoplastisch 
umgewandelten Strukturen nur noch sporadische Färbung für das hBD-3 Peptid erkenn-
bar war (Pantelis et al., 2009, S. 528). Wenghoefer et al., untersuchten 7 benigne und 7 
maligne Speicheldrüsentumoren und entdeckten, außer der teilweisen Akkumulation 
von hBD-3 in den Zellkernen eines einzigen Karzinoms, keine wesentlichen Unter-
schiede zu der Lokalisation dieses Peptids in gesundem Speicheldrüsengewebe 
(Wenghoefer et al., 2008, S. 4). Wenghoefer et al. richteten bei ihrer Auswertung das 
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Interesse jedoch hauptsächlich auf die Lokalisation des Peptids und quantifizierten nur 
den jeweiligen Anteil von Zellen mit positiver Färbung im Nukleus gegenüber dem An-
teil von Zellen mit positiver Färbung im Zytoplasma, während sie zur Gesamtbeurtei-
lung der Expression von hBD-3 keine genaueren Angaben machten (Wenghoefer et al., 
2008, S. 4). In der hier vorgelegten Arbeit war die mit semiquantitativen Methoden 
entwickelte, durchschnittliche Punktzahl als Maßstab für die Färbeintensität, bei den 
Karzinomen deutlich niedriger als bei den Proben mit gesundem Speicheldrüsengewe-
be. Nur Yoshimoto et al. kamen zu teilweise ähnlichen Ergebnissen, da sie die hBD-3 
Expression in Plattenepithelkarzinomen durch in situ Hybridisierung untersuchten und 
nur in 4 von 20 OSSCs Signale für hBD-3 fanden. Sie stellten jedoch auch keine hBD-3 
Expression in normalem, weit von der Entnahmestelle der Plattenepithelkarzinom ent-
fernten Epithel fest (Yoshimoto et al., 2003, S. 4632). Andere Ergebnisse lieferte die 
Studie von Kesting et al., in der die immunhistochemischen Färbung in oralen Platten-
epithelkarzinomen stark und deutlich intensiver als in nicht neoplastischen Gewebe war, 
was sich auch bei der hBD-3 mRNA Expression signifikant nachweisen ließ. Außerdem 
war die Expression in den gut differenzierten Tumoren deutlich höher als in den weni-
ger gut differenzierten Neubildungen (Kesting et al., 2009, S. 578). Auch Wenghoefer 
et al. berichteten über eine 6,5 fach höhere hBD-3 mRNA Expression in oralen Platten-
epithelkarzinomen als in gesunder Gingiva (Wenghoefer et al., 2008, S. 662).  

Die Rolle von hBD-3 bei der Entstehung und Progression von oralen Plattenepithelkar-
zinomen scheint sehr komplex zu sein und bedarf weiterer Untersuchungen, um die zu-
grunde liegenden Mechanismen zu verstehen und die Expression von hBD-3 eventuell 
als klinischen Prognoseparameter und Referenzwert für ein molekulares Staging nutzen 
zu können (Kesting et al., 2009, S. 580). Diese Forderungen treffen sicher in mindestens 
dem gleichen Maße auf die Notwendigkeit von diagnostischen Markern für maligne 
Speicheldrüsentumoren zu.  
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5.4 Konstitutive Expression von Psoriasin in gesundem Spei-
cheldrüsengewebe und reduzierte Expression von Psoria-
sin in Speicheldrüsentumoren 

 

 

Das Expressionsmuster von Psoriasin in gesundem Speicheldrüsengewebe ähnelte sehr 
stark den Ergebnissen bei den Defensinen. Da die Färbeintensität zum Lumen der Aus-
führungsgänge häufig etwas stärker war, ist dies ein Indiz dafür, dass die Speicheldrü-
sen Psoriasin sezernieren und damit vermutlich ihr Gangsystem vor Infektionen schüt-
zen können. Da Meyer et al. bereits Psoriasin im Speichel entdeckt haben, liefert die 
hier vorliegende Studie wichtige Erkenntnisse über den Produktionsort dieses antimik-
robiellen Peptids. Wahrscheinlich trägt Psoriasin auf dieses Weise, wie in der äußeren 
Haut, auch zur Gesunderhaltung der oralen Schleimhaut bei (Meyer und Harder, 2007, 
S. 3120). 

Wie bei den 3 Defensinen der hier vorliegenden Studie war auch die Expression des 
antimikrobiellen Peptids Psoriasin in gesundem Speicheldrüsengewebe deutlich stärker 
als im Gewebe der Tumoren. 

Dieses Ergebnis widerspricht vielen Veröffentlichungen, in denen das S100A7 schon 
als Tumormarker für Brustkrebs und andere epitheliale Karzinomtypen beschrieben 
worden ist (Celis et al., 1996, S. 2111, Krop et al., 2005, S. 11332, Moubayed et al., 
2007 , S. 256, Ralhan et al., 2008, S. 1168). Unter anderem zeigte sich bei Carcinoma 
in situ Tumoren der menschlichen Brustdrüse eine Korrelation zwischen dem Expressi-
onslevel von S100A7 und Faktoren, die mit einer ungünstigen Prognose zusammenhän-
gen (Emberley et al., 2004, S. R313). In einer Xenograft Versuchsreihe mit Nacktmäu-
sen bewirkte die absichtlich verminderte Expression von Psoriasin eine eindeutige Re-
duktion des Tumorwachstums der zuvor durch Injektion von Karzinomzellen aus einer 
Brustkrebszellkultur (MDA-MB-468) in den Mäusen induzierten malignen Neoplasien. 
Jedoch wurde in der gleichen Studie im in vitro Experiment bei einer Senkung der Pso-
riasinlevel eine erhöhte Zellmigration und –invasion festgestellt (Krop et al., 2005, S. 
11328). Bei genauerem Hinsehen scheint die funktionelle Rolle von Psoriasin bei der 
Tumorentwicklung und -progression also sehr vielschichtig zu sein (Zhou et al., 2008, 
S. 1). Zum Beispiel zeigten die höher differenzierten Plattenepithelkarzinome der Blase 
eine stärkere Expression von Psoriasin als die geringer ausdifferenzierten (Martinsson, 
Yhr et al. 2005, S. 165, Ostergaard et al., 1997,S. 4113). Martinsson et al. berichteten 
über eine deutlich stärkere Expression von Psoriasin in Carcinoma in situ Tumoren und 
in den gut differenzierten Regionen von Plattenepithelkarzinomen der Haut als in den 
geringer differenzierten Karzinomanteilen und stellen dabei auch eine Korrelation zwi-
schen dem Peptidlevel von S100A7 und dem Grad der Keratinozytendifferenzierung 
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fest (Martinsson et al., 2005, S. 167). Diese Ergebnisse haben teilweise Parallelen zu 
der hier vorliegenden Studie, da in der Gruppe der Karzinome die stärkste Psoriasinexp-
ression in der Gewebeprobe eines zumindest mäßig differenzierten, verhornendem Plat-
tenepithelkarzinom der Glandula parotis festgestellt werden konnte. Zhou et al. zeigten, 
dass Psoriasin in gut differenzierten oralen Plattenepithelkarzinomen stärker als in den 
schlechter differenzierten, invasiven Varianten exprimiert wurde und beobachteten au-
ßerdem eine negative Korrelation zwischen der β-catenin Signalübertragung und der 
Höhe der Psoriasinexpression (Zhou et al., 2008, S. 10). In der hier vorgestellten Unter-
suchung war ein Mukoepidermoidkarzinom der Gaumenspeicheldrüsen das am höch-
sten differenzierteste Malignom, das jedoch, wie die 2 gering differenzierten Karzino-
me, nur schwache Psoriasinexpression aufwies. Eine Erklärung könnte der histomor-
phologische Aufbau dieser Karzinomvariante sein, da Mukoepidermoidkarzinome 
überwiegend aus Zysten mit mukoiden, schleimbildenden Zellen bestehen (Lang et al., 
2005, S. 822). Bereits bei den immunhistochemischen Tests für Psoriasin in gesunden 
Speicheldrüsen konnte in der hier vorgestellten Untersuchung in den mukösen Endstü-
cken keine Expression von S100A7 gefunden werden. 

Kesting et al. stellten in den Frühstadien der Plattenepithelkarzinome und nicht metasta-
sierenden Formen eine signifikant höhere Psoriasin mRNA Expression fest als in Karzi-
nomen im fortgeschrittenem Stadium oder metastasierenden Malignomen (Kesting et 
al., 2009, S. 735). In der hier vorliegenden Studie hatten 2 der gering differenzierten 
Karzinome bereits Lymphknotenmetastasen gebildet und nur kaum Psoriasinexpression 
gezeigt.  

Zusammengefasst passen die oben genannten Veröffentlichungen zumindest teilweise 
zu der hier vorliegenden Studie, in der die benignen Tumoren und das mäßig differen-
zierte Karzinom eine stärkere immunhistologische Nachweisbarkeit von Psoriasin auf-
wiesen, als die nur schlecht differenzierten Karzinome. Jedoch war die durchschnittli-
che Expression in gesundem Speicheldrüsengewebe deutlich höher als in den Tumoren, 
während diese in anderen Studien häufig niedriger war (Kesting et al., 2009, S. 734). 
Man muss jedoch berücksichtigen, dass Psoriasin erstmals in gesundem Speicheldrü-
sengewebe und in Speicheldrüsentumoren immunhistochemisch nachgewiesen wurde 
und die Ergebnisse daher ohnehin nur bedingt mit vorausgegangenen Untersuchungen 
an anderen Gewebearten verglichen werden können. Man hat zum Beispiel festgestellt, 
dass der Differenzierungsgrad der Keratinozyten bei der Psoriasinexpression der Haut, 
von Basaliomen, von Carcinomata in situ und von Plattenepithelkarzinomen eine wich-
tige Rolle spielt (Martinsson et al., 2005, S. 164). Die Ergebnisse dieser Studie zeigen 
jedoch, dass Psoriasin in den Speicheldrüsen vor allem in den Epithelzellen der Drüsen-
ausführungsgänge exprimiert wird, was die histologischen Unterschiede verdeutlicht. 
Da Plattenepithelzellen und sekretorische Epithelzellen von unterschiedlichen Stamm-
zelllinien abstammen, ist dies auch eine mögliche Erklärung für die teilweise abwei-
chenden Ergebnisse für die Expression von Psoriasin bei Karzinomen der Brustdrüsen 
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und Plattenepithelkarzinomen (Zhou et al., 2008, S. 10). Ein weiterer Diskussionspunkt 
für die allgemeingültige Aussagekraft und Übertragbarkeit der hier vorgestellten Ergeb-
nisse ist die nur relativ geringe Fallzahl von 5 Karzinomen und das Fehlen von Carci-
noma in situ Tumoren. Einige benigne Speicheldrüsentumoren, wie pleomorphe Ade-
nome oder Myoepitheliome, besitzen jedoch auch das Potential zu einer möglichen ma-
lignen Transformation (Weber et al., 2002, S. 428). Die Ergebnisse der vorliegenden 
Studie unterstützen die These, dass S100A7 auch als Tumorsuppressor fungieren kann 
(Zhou et al., 2008, S. 11). Ob Psoriasin als Marker für eine beginnende maligne Prog-
ression (Kesting et al., 2009, S. 735) auch bei Speicheldrüsentumoren in Frage kommt, 
sollte durch weitere Untersuchungen geklärt werden.  

 

 

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

 

 

Die molekularen Abläufe bei der Entwicklung von Speicheldrüsentumoren sind immer 
noch nicht ausreichend geklärt (Lujan et al., 2010, S. 510). 

Defensine scheinen in einigen Tumortypen eine veränderte oder reduzierte Expression 
aufzuweisen, was eine Einbindung dieser Peptide bei der Tumorentwicklung wahr-
scheinlich macht (Shestakova et al., 2010, S. 273). Die humanen Defensine befinden 
sich alle in einem Cluster auf dem kurzen Arm des Chromosoms 8 (Meyer und Harder, 
2007, S. 3123). Bei zahlreichen malignen Tumoren im Kopf- und Halsbereich wurde 
ein Defekt des Allels auf 8p festgestellt (Field et al., 1995, S. 1182, Scholnick et al., 
1996, S. 1680, Sunwoo et al., 1996, S. 164). Bei 39% der pleomorphen Adenome und 
häufig bei Karzinomen ex pleomorphem Adenom konnte eine Veränderung auf dem 
Chromosom 8q12 beobachtet werden (Cheuk, Chan et al. 2007, S. 15). Es ist also 
durchaus denkbar, dass die für Defensine codierenden Gene die Funktionen von Tumor-
suppressorgenen haben (Abiko et al., 2007, S. 183). Außerdem koordinieren ß-
Defensine die Zusammenarbeit der angeborenen mit der adaptiven Immunabwehr und 
haben somit möglicherweise eine weitere wichtige Rolle bei der Bekämpfung von Tu-
morzellen. (Diamond und Ryan, 2011, S. 4). Die Ergebnisse der hier vorliegenden Stu-
die unterstützen diese These, da die Expression der in dieser Studie untersuchten host 
defense peptids hBD-1, hBD-2 und hBD-3 in den Speicheldrüsentumoren reduziert war. 
Noch nicht veröffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe zeigten außerdem erstmalig, 
dass auch die durch RT-PCR quantifizierte Expression der mRNA der Defensine hBD-
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1, hBD-2, hBD-3 und auch des S100 Proteins Psoriasin in benignen und malignen Spei-
cheldrüsentumoren deutlich niedriger als in gesundem Speicheldrüsengewebe war. An-
dererseits lässt sich die Rolle der β-Defensine nicht ohne weiteres auf einen Nenner 
bringen (Diamond und Ryan, 2011, S. 5). Bereits bei der bisher ausführlicher erforsch-
ten Bedeutung der Defensine bei der Pathogenese von oralen Karzinomen gibt es stark 
abweichende Erkenntnisse (Kawsar et al., 2009, S. 700). Ähnliches trifft vermutlich 
auch auf das HDP Psoriasin zu, das in dieser Studie das erste Mal in Speicheldrüsen und 
Speicheldrüsentumoren nachgewiesen wurde. Aufgrund fehlender Vergleichsstudien ist 
eine Einordung der hier gewonnenen Erkenntnisse nur mit Hilfe der Ergebnisse aus Un-
tersuchungen mit anderen Tumorentitäten möglich. Aber auch bezüglich der Bedeutung 
der schon mehrfach untersuchten Expression von Psoriasin bei der Pathogenese von 
oralen Plattenepithelkarzinomen bleiben noch Fragen offen (Kesting et al., 2009, S. 
735). Diese eher duale Rolle als gleichzeitiger Tumorsupressor und Onkogen scheint 
jedoch auch auf andere HDPs wie zum Beispiel das Cathelcidin LL-37 zuzutreffen. Die 
Expression von LL-37 wird in malignen Brust- und Lungentumoren hochreguliert und 
scheint dort die Zellproliferation und Metastasierung zu begünstigen, während dieses 
Peptid in Magenkrebs dereguliert wird und dabei das Tumorwachstum eher hemmt (Wu 
et al., 2010, S. 1745). Möglicherweise spielen bei dieser unterschiedlichen Wirkung 
aber auch Faktoren und intramolekulare Abläufe eine Rolle, die noch unbekannt sind 
oder bis dato noch nicht ausreichend verstanden werden. Da HDPs aber der Immunab-
wehr angehören ist eventuell auch ihre Überexpression in Tumorgewebe nur eine Art 
überschießende Reaktion des Immunsystems um beispielsweise eine drohende Metasta-
sierung zu vermeiden, die aber nicht immer Erfolg hat. Möglicherweise sind HDPs so-
mit zwar Biomarker für einige Tumorerkrankungen oder eine mögliche Progression 
aber keine begünstigenden Faktoren. 

Um die molekularen Vorgänge bei der Pathogenese von Speicheldrüsentumoren noch 
besser verstehen und bereits gewonnene Erkenntnisse weiter absichern und prüfen zu 
können, sind weitere breit gefächerte Studien mit möglichst hohen Fallzahlen und ideal-
erweise pathohistologisch ähnlichen Tumorvarianten nötig. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Diskussion 65 

5.6 HDPs als alternative Chemotherapeutika der Zukunft? 

 

 

Die Entwicklung neuer medikamentöser Therapeutika, die vor allem für Patienten mit 
malignen Speicheldrüsentumoren in fortgeschrittenen Stadien wichtig wären, ist auf-
grund der Seltenheit dieser Neoplasien eine besondere Herausforderung. Klinische Stu-
dien mit Herceptin (Trastuzumab) oder EGFR (epidermal growth factor recptor) Anta-
gonisten zeigten noch nicht den gewünschten Erfolg (Lujan et al., 2010, S. 510). 

Da die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie eine reduzierte Expression der unter-
suchten HDPs in den Speicheldrüsentumoren zeigten, stellt sich auch die Frage nach 
einer potentiellen therapeutischen Anwendung der antimikrobiellen Peptide. 

Das host defense peptid hBD-1 scheint auch für Speicheldrüsentumoren ein Tumor-
suppressor zu sein. Künftige Studien müssen klären, ob DEFB1 Elicitoren oder das Pep-
tid hBD-1 selbst als alternative Therapie in Frage kommt (Prado-Montes de Oca, 2010, 
S. 803).  

Denkbar wäre auch der Einsatz von HDPs als Immuntherapeutika. Das Cathelicidin LL-
37 wird zum Beispiel als immunstimulierenendes Therapeutikum für die körpereigene 
Abwehr bei der Elimination der Tumorzellen diskutiert (Wu et al., 2010, S. 1744). 
Möglicherweise könnten HDPs auch durch Induktion der Apoptose und erhöhter 
Membranpermeabilität die Tumorzelle initial schwächen und somit empfindlicher für 
eine geplante Radio- und Chemotherapie machen (Xu et al., 2008, S. 1596). 

Xu et al. konnten zeigen, dass die über ein Plasmid induzierte intrazelluläre Expression 
des α-Defensin HNP-1 sowohl in vitro als auch im Xenograft Modell an Nacktmäusen 
das Wachstum von Tumorzellen eines humanen Lungenadenokarzinoms hemmen konn-
te (Xu et al., 2008, S. 1594). Steinstraesser et al. generierten ein synthetisches onkolyti-
sches host defense peptid und testeten dessen Potential in vitro an Tumorzellen eines 
Liposarkoms sowie in vivo durch Xenografts an Nacktmäusen. In der Zelllinie des Sar-
koms zeigten sich starke zytotoxische und antiproliferative Auswirkungen und bei den 
Tieren konnte eine Remission des Tumorvolumens festgestellt werden (Steinstraesser et 
al., 2011, S. 3003). Das neu entwickelte Arzneimittel und HDP Glutoxim/nov-002 
(Pharma BAM/Noveios) befindet sich bereits in Phase II der klinischen Prüfung und 
wird in diesem Rahmen in Nordamerika als Medikament gegen Lungenkrebs verab-
reicht (Steinstraesser et al., 2011, S. 329). 

Diese Berichte und die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie ermutigen dazu, auch 
für die Gruppe der Speicheldrüsentumoren in Zukunft ähnlich konzipierte Studien 
durchzuführen. 
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6 Zusammenfassung 

 

 

Die Tumoren der Speicheldrüsen repräsentieren 2%-3% aller Neoplasien im Kopf- und 
Halsbereich und nur 0,3% aller Krebserkrankungen. Die Diagnostik und Therapie dieser 
Tumoren ist jedoch häufig aufgrund ihrer anatomischen Nähe zum Nervus facialis und 
ihrer histologischen Vielfalt eine Herausforderung. Trotz Weiterentwicklungen im Be-
reich postoperativer Radiatio und auch Chemotherapie ist die Prognose von Speichel-
drüsenkarzinomen in fortgeschrittenen Stadien häufig noch ungünstig. Geeignete Prog-
noseparameter, die eine frühzeitigere histologische Identifikation und somit besser an-
gepasste Therapien der besonders aggressiven Malignome ermöglichten, wären hier von 
großem klinischem Nutzen. 

 

Das Wissen über die molekularen Abläufe bei der Entstehung von Speicheldrüsentumo-
ren ist noch unvollständig. In den letzten Jahren gibt es jedoch immer mehr Hinweise, 
dass sogenannte host defense peptides (HDPs), auch antimikrobielle Peptide genannt, 
als Effektormoleküle des angeborenen Immunsystems auch bei der Abwehr von malig-
nen Prozessen im Körper eine Rolle spielen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass 
einige Tumoren eine veränderte Expression bestimmter HDPs aufweisen.  

 

In dieser Studie wurde die immunhistochemische Nachweisbarkeit der antimikrobiellen 
Peptide beta-Defensin (hBD) -1, -2, -3 und Psoriasin (S100A7) in Proben von gesun-
dem Speicheldrüsengewebe (n = 35), Proben von benignen Speicheldrüsentumoren (n = 
12) sowie Proben von malignen Speicheldrüsentumoren (n = 5) untersucht. Die durch 
die ABC-Methode erzielten Färbungen der Gewebeschnitte wurden mit 150-facher 
Vergrößerung fotografiert und entsprechend ihrer Färbeintensitäten und Muster deskrip-
tiv beurteilt. Zusätzlich erfolgte eine semiquantitative Auswertung der Färbeergebnisse 
durch die Einordung in 3 Intensitätsklassen, für die jeweils aufsteigend Punkte (1-3) 
vergeben wurden  

 

Die Expression von hBD-1, hBD-2, hBD-3 und Psoriasin war in der Mehrzahl der beni-
gen und malignen Speicheldrüsentumoren geringer als in den Proben mit gesundem 
Speicheldrüsengewebe. Die Unterschiede waren für alle 4 HDPs etwa gleich ausgep-
rägt. Überwiegend war die Expression aller untersuchten Peptide in den malignen Tu-
moren noch niedriger als im Großteil der benignen Speicheldrüsentumoren. Daraus lässt 
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sich die Schussfolgerung ziehen, dass die reduzierte Expression von hBD-1, hBD-2, 
hBD-3 und Psoriasin bei der Pathogenese von Speicheldrüsentumoren eine Rolle spielt. 

 

Die Kenntnisse über die verminderte Expression der einzelnen HDPs in benignen und 
malignen Speicheldrüsentumoren im Vergleich mit gesundem Speicheldrüsengewebe 
geben Anlass zu der Vermutung, dass HDPs Bedeutung bei der köpereigenen Immun-
abwehr gegen Tumorzellen besitzen, deren Potential und Präsenz möglicherweise aber 
mit fortschreitender Malignität abnimmt. 

Die Ergebnisse dieser Studie fordern zu weiteren Untersuchungen von HDPs in der his-
tologisch sehr variantenreichen Gruppe der Speicheldrüsentumoren auf, um das bisheri-
ge Wissen über die Funktionen der antimikrobiellen Peptide bei der Tumorgenese zu 
erweitern und somit die Suche nach molekularen Markern oder möglicherweise sogar 
alternativen Chemotherapeutika fortzusetzen.  
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