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1. Einleitung

1.1 Einfihrung

Die Oberflachen der Mundhohle sind von einer Vielzahl verschiedenster
Mikroorganismen besiedelt. Neben grampositiven und gramnegativen Bakterien
gehoren auch Pilze zur normalen Flora der Mundhohle. Trotz dieser enormen Vielfalt an
Mikroorganismen sind Infektionen und Erkrankungen der Mundschleimhaut selten.
Dieses Phanomen kann dadurch erklart werden, dass die Mundhohle Uber ein
effizientes Abwehrsystem verfugt. Auf der einen Seite bietet der epitheliale Verbund der
Mundschleimhautzellen eine rigide physikalische Barriere, die dem Eindringen von
Mikroorganismen suffizient entgegenwirkt. Auf der anderen Seite wird in der Mundhohle
eine so genannte chemische Barriere synthetisiert, die direkt antimikrobiell wirksam ist
und das Wachstum von Mikroorganismen auf der Oberflache der Mundschleimhaut
kontrolliert. Diese chemische Barriere wird durch das Vorhandensein antimikrobieller
Peptide mitbestimmt (Nicolas et al., 1995). Antimikrobielle Peptide werden zum
angeborenen Immunsystem gezahlt und weisen sich durch eine potente Wirkungsweise
gegenuber Mikroorganismen aus (Ganz, 2003). Diese Peptide werden von Epithelzellen
der Mundschleimhaut synthetisiert und sekretiert (Dale et al., 2001). Weiterhin konnten
antimikrobielle Peptide in der Speichelflussigkeit nachgewiesen werden (Cuida et al.,
1995; Fox et al., 1987; Mathews et al., 1999). Die Kombination antimikrobieller Peptide
der Epithelzellen und des Speichels bildet diese chemische Barriere aus.

1.2 Defensine

Defensine sind antimikrobielle Peptide, die als Teil des angeborenen Immunsystems
entscheidend zur Aufrechterhaltung der Gesundheit beitragen (Lehrer, 2004). Diese
zeigen eine effektive Wirkungsweise gegenuber Bakterien, einigen Viren und Pilzen
(Ganz, 1999; Kumar et al., 2004; Nicolas und Mor, 1995; Rao, 1995; Schroder, 1999a).
Defensine sind als Teil des angeborenen Immunsystems in den letzten Jahren in den
Mittelpunkt des Forschungsinteresses geruckt. Diese neu beschriebenen Peptide
konnten neben der antimikrobiellen Wirkungsweise auch mit Vorgangen der
Wundheilung, Chemotaxis sowie Zellmigration aber auch mit dem programmierten
Zelltod in Verbindung gebracht werden (Lehrer, 2004). Die Gruppe humaner Defensine
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wird in drei Klassen unterteilt. Dazu gehoren alpha-, beta- und theta-Defensine. Die
Einteilung der ersten beiden Klassen in alpha- und beta-Defensine ist abhangig vom
jeweiligen Zysteingehalt der Aminosauresequenz und der entsprechenden
intramolekularen Verknupfung uber Disulfidbricken (Ganz, 1999). Die dritte Klasse der
theta-Defensine entspricht einer Variante zweier alpha-Defensine, wobei durch
alternative SpleilRvorgange schlieRlich ein zyklisches Peptid synthetisiert wird (Tang et
al., 1999). Allen Defensinklassen konnte bislang ein ausgepragtes antimikrobielles
Spektrum gegen grampositive und gramnegative Bakterien, Mykobakterien,
Spirochaten, Pilze und auch einige membranumgebene Viren nachgewiesen werden
(Brogden, 2005; Harder et al., 2000; Harder et al., 2001; Lehrer et al., 1988; Lehrer et
al., 1989; Lehrer et al., 1993; Sahl et al., 2005; Tang et al., 1999). Als Expressionsorte
humaner Defensine wurden bislang die Epithelzellen der Haut und Schleimhaut, sowie
Leukozyten und Odontoblasten der Zahnpulpa beschriecben (Dale und
Krisanaprakornkit, 2001; Dommisch et al., 2005a; Fang et al., 2003; Ganz, 2003; Ganz
und Lehrer, 1997; Oren et al., 2003; Schroder, 1999a).

1.2.1 Humane beta-Defensine

1.2.1.1 Humanes beta-Defensin-1

Das humane beta-Defensin-1 (hBD-1) konnte erstmals von Bensch und Mitarbeitern
1995 gezeigt werden. Dieses wurde aus dem Plasma von Patienten mit einer
fortgeschrittenen Nierenerkrankung isoliert und den Epithelzellen des Urogenitaltraktes
zugeordnet (Bensch et al., 1995). Das humane beta-Defensin-1 ist ein aus 36
Aminosauren aufgebautes, basisches Peptid mit einem Molekulargewicht von 3,9 kDa
(Schroder et al., 1999b). Es konnte gezeigt werden, dass das humane beta-Defensin-1
konstitutiv in epithelialen Geweben exprimiert wird (Harder et al., 1997;
Krisanaprakornkit et al., 1998). DarUber hinaus wurde die mRNA Expression in
Makrophagen, Monozyten und dendritischen Zellen beschrieben. Hier zeigte sich
zudem, dass die Expression von hBD-1 durch Interferon-1 gamma in Monozyten
stimuliert werden kann, wahrend Makrophagen ebenfalls ein konstitutives
Expressionsprofil fur hBD-1 aufzeigten. Daruber hinaus konnten in dendritischen Zellen
Unterschiede im Expressionsprofil von hBD-1 dokumentiert werden. Unausgereifte
dendritische Zellen wiesen hierbei eine geringere mRNA Expression fur hBD-1 im
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Vergleich zu ausgereiften dendritischen Zellen auf (Duits et al., 2002). Neueste Studien
berichten, dass hBD-1 zwar einerseits stimulierbar ist, andererseits aber die
Genexpression im Rahmen von Entzindungsvorgangen herunterreguliert werden kann
(Dommisch et al., 2007b; Islam et al., 2001).

1.2.1.2 Humanes beta-Defensin-2

Das humane beta-Defensin-2 (hBD-2) wurde 1997 von Harder und Mitarbeitern aus der
menschlichen Haut von Psoriasispatienten isoliert (Harder et al., 1997). Im Vergleich zur
konstitutiven Expression von hBD-1 zeigte sich fur hBD-2 eine induzierbare
Genexpression in den Epithelzellen der Haut und Mundschleimhaut (Harder et al., 1997,
Krisanaprakornkit et al., 2000; Liu et al., 2002). Der Kontakt von Epithelzellen mit
grampositiven oder gramnegativen Bakterien, Pilzen und proinflammatorischen
Zytokinen wie Interleukin-1 oder Tumornekrosefaktor-a fuhrt innerhalb weniger Stunden
zu einer vermehrten Bildung von mRNA Transkriptionsprodukten (Dale et al., 2005;
Lehrer, 2004; Liu et al., 2003; Sgrensen et al., 2005). In gesunden Geweben zeigte sich
hingegen nur eine sehr geringe basale Expression von hBD-2. Neben einer
unterschiedlichen Regulierung in der Genexpression wurden verschiedene
Wirkspezifitaten der beta-Defensine beobachtet (Schroder et al., 2006). Eine verstarkte
antimikrobielle Wirkung von hBD-2 konnte zum einen gegenuber gramnegativen
Bakterien wie zum Beispiel Pseudomonas aeruginosa oder Escherichia coli, zum
anderen gegenuber kariogenen Mikroorganismen wie Streptococcus mutans oder
Streptococcus sobrinus nachgewiesen werden (Nishimura et al., 2004; Shiba et al.,
2003). Daruber hinaus lielen In-vitro-Versuche mit synthetisch hergestelltem hBD-2
einen  erhohten  antimikrobiellen  Effekt  gegenuber  parodontalpathogenen
Mikroorganismen wie Actinobacillus actinomycetemcomitans oder Porphyromonas
gingivalis erkennen (Mineshiba et al., 2003). Eine verminderte Wirksamkeit zeigte sich
gegenuber grampositiven Bakterien wie zum Beispiel Staphylococcus aureus (Harder et
al., 1997). In der Haut des Menschen wurde das humane beta-Defensine-2 Uberwiegend
in den suprabasalen, oberflachlichen Zellschichten des mehrschichtigen, verhornten
Plattenepithels identifiziert. Dabei zeigten immunhistochemische Untersuchungen fur
hBD-2 ein ungleichmalliges, fokales Expressionsmuster in vereinzelten Arealen des
Stratum corneum der Epidermis (Ali et al., 2001). In-vitro-Versuche mit Kulturen von
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Keratinozyten der Mundschleimhaut lieBen einen Zusammenhang zwischen der
Expression des humanen beta-Defensin-1 und -2 und dem Differenzierungsgrad von
Keratinozyten erkennen. Weiterhin zeigte sich die mRNA im epithelialen Gewebe
Uberwiegend im Stratum spinosum, wohingegen sich die Peptide hauptsachlich in den
apikalen, hoher differenzierten Zellschichten des Stratum granulosum bzw. corneum
detektieren lie3en (Dale und Krisanaprakornkit, 2001).

1.2.1.3 Humanes beta-Defensin-3

Im Rahmen von biochemischen Analysen der Haut von Psoriasispatienten konnte 2001
ein weiteres humanes beta-Defensin (hBD-3) isoliert werden, dass sich im Gegensatz
zu hBD-1 und -2 durch eine verstarkte antimikrobielle Wirksamkeit gegenuber
grampositiven Bakterien auszeichnet (Harder et al., 2001). Dieses Defensin zeigt
allgemein ein breiteres Wirkspektrum gegenuber grampositiven bzw. gramnegativen
Bakterien und Pilzen, einschliellich Methicillin resistenten Bakterienstammen von
Staphylococcus aureus (MRSA) und Vancomycin resistente Stamme von Enterococcus
faecium (Harder et al., 2001; Maisetta et al., 2005). Die mRNA Expression von hBD-3
konnte in den Epithelzellen der Haut und Mundschleimhaut, der Zunge, den Tonsillen,
im Thymus sowie in respiratorischen Epithelien lokalisiert werden (Harder et al., 2001,
Nishimura et al, 2003). Fur das Expressionsprofi von hBD-3 konnten
Gemeinsamkeiten, aber auch Unterschiede zum humanen beta-Defensin-2 festgestellt
werden. Fur beide Defensine konnte die Stimulation der Genexpression als Antwort auf
den Kontakt mit Mikroorganismen oder in Anwesenheit von Zytokinen wie Interleukin-1
beta, Interferon-1 gamma oder Tumornekrosefaktor-alpha dokumentiert werden (Garcia
et al., 2001; Harder et al., 2001; Midorikawa et al., 2003). Die Genexpression von hBD-3
ist neben den genannten inflammatorischen Reizen zusatzlich von hormonellen
Einflussen abhangig. Hier konnten stimulierende Effekte auf die mRNA Expression als
Antwort auf Wachstumsfaktoren wie Epithelial growth factor-1 (EGF-1), Insulin-like
growth factor-1 sowie Transforming growth factor alpha (TGF-a) gezeigt werden
(Schroder und Harder, 2006; Sgrensen et al., 2005).
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1.2.1.4 Antimikrobieller Mechanismus der Defensine

Den humanen beta-Defensinen ist ein geringes Molekulargewicht, eine positive
Nettoladung, eine kurze Aminosauresequenz (36-45 AS) sowie eine hohe
Membranaktivitat gemeinsam (Schroder, 1999b). Die funktionellen Eigenschaften dieser
Peptide werden unter anderem durch die spezielle Anordnung von sechs Zysteinen
innerhalb der Aminosauresequenz bestimmt. Diese schwefelhaltigen Aminosauren
besitzen eine endstandige Thiolgruppe (-SH) in ihrer Seitenkette, die mit einer
Thiolgruppe eines weiteren Zysteins eine kovalente Disulfidbindung eingehen kann.
Durch die Ausbildung von drei Disulfidbriicken entsteht die spezifische dreidimensionale
Tertiarstruktur der humanen beta-Defensine. Diese Konformation wird von drei
antiparallel angeordneten [(-Faltblattern und einer angrenzenden a-Helix-Struktur
stabilisiert (Hoover et al., 2001; Schibli et al., 2002). Mit der Quartarstruktur humaner
beta-Defensine wird die antimikrobielle Wirkungsweise in der Literatur erklart. Aus
kristallografischen Analysen von hBD-2 ging hervor, dass Defensinmolekile die
Fahigkeit besitzen, sich zu oligomeren Strukturen zusammenlagern (Hoover et al.,
2000). Dabei entstehen ringformige, oktamere Formationen, die mit Hilfe der (-
Faltblattstrukturen und a-Helices untereinander stabilisiert werden (Hoover et al., 2000).
Es stellt sich die Frage, wie Defensinmolekule Mikroorganismen von korpereigenen
Zellen unterscheiden konnen. Im Gegensatz zu den Zellen des Menschen besitzen die
Membranen von Mikroorganismen einen geringeren Anteil an Cholesterin und
gleichzeitig einen hohen Anteil an negativ geladenen Phospholipiden (Yang et al.,
2002). Beim Porenmodell nach Hill gehen die positiv geladenen, kationischen
Aminosaurereste der Peptidkette eine elektrostatische Wechselwirkung mit den negativ
geladenen Phospholipiden der Bakterienmembran ein. AnschlieRend treten hydrophobe
(van-der-Waals) Krafte zwischen  Kohlenwasserstoffketten der  bakteriellen
Phospholipide und apolaren Aminosaureresten der Defensine in Wechselwirkung.
Dieser Mechanismus kann schlieBlich zur Einlagerung der Defensinoligomere in die
Plasmamembran fuhren (Hill et al., 1991). Auf Grund der ringférmigen Anordnung der
Oligomere kommt es in einem zweiten Schritt zur Ausbildung eines wassergefullten
Kanals innerhalb der bakteriellen Membran. Der Verlust der Membranintegritat fuhrt
anschlieend zum osmotischen Zelltod des Bakteriums (Brogden, 2005; Ganz, 2003;
Garcia et al., 2001; Schneider et al., 2005). Eine weitere Modellvorstellung beschreibt
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die Anheftung und Abdeckung von Defensinen auf der Oberflache der Zellmembran in
der Art eines Teppichs (,carpet-like“). Durch diese Form der Ausbreitung werden die
negativen Ladungen der Phospholipide in der Zellmembran neutralisiert, was ebenfalls
zu einer Beeinflussung des Membranpotentials fuhren kann (Fujii et al., 1993; Hoover et
al., 2000).

Neben diesen direkten antimikrobiellen Effekten stellen Defensine auch eine Verbindung
zum adaptiven Immunsystem dar (Oppenheim et al.,, 2003). Hier zeigten
Untersuchungen chemotaktische Beziehungen zwischen hBD-2 und unreifen
dendritischen Zellen, T-Gedachtniszellen und CD8*-T-Lymphozyten (Yang et al., 1999).
Daruber hinaus konnten auch flr das humane beta-Defensin-3 stimulierende Effekte auf
Monozyten nachgewiesen werden (Garcia et al., 2001). Zusatzlich wurden Monozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen als Expressionsort der humanen beta-
Defensine-1 und -2 identifiziert (Duits et al., 2002). Untersuchungen mit Mastzellen
konnten dokumentieren, dass das humane beta-Defensin-2 die Freisetzung von
Histamin fordert und die Produktion von Prostaglandin D, stimuliert (Niyonsaba et al.,
2001). Diese Zusammenhange machen deutlich, dass humane beta-Defensine neben
einer Stimulierung der Zytokinproduktion und einer Rekrutierung immunkompetenter
Zellen auch zu einer erhohten Akkumulation der Defensine selbst beitragen (Schroder
und Harder, 2006).

1.3 Antimikrobielle Proteine im Speichel und in der Speicheldriise

Der Speichel des Menschen enthalt eine Vielzahl antimikrobiell wirkender Proteine, die
funktionell in unterschiedlicher Art und Weise zur Gesunderhaltung oraler Gewebe
beitragen. Hier konnen hochmolekulare Substanzen wie Glykoproteine (Muzine,
Immunglobuline, Lactoferrin) oder Enzyme, aber auch niedermolekulare, kationische
Peptide unterschieden werden. Die Muzine gehoren der Gruppe der Glykoproteine an
und werden in den serosen und mukosen Azinuszellen der Speicheldrise gebildet
(Amerongen et al., 1995; Veerman et al., 2003). Glykoproteine verleihen dem Speichel
einen zahflussigen, viskoelastischen Charakter, sorgen fur die Gleitfahigkeit der
Nahrung und sind an der Pellikelbildung auf der Oberflache des Zahnschmelzes beteiligt
(Nieuw Amerongen et al., 1987; Seifert, 1996; van der Reijden et al., 1993). Als eine Art
viskdse Schutzschicht kdnnen diese das Eindringen antigener Noxen an der Oberflache
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des Gangsystems oder der Mundschleimhaut verhindern. Plasmazellen im interstitiellen
Bindegewebe der Speicheldrisen produzieren das Immunglobulin A, welches durch
eine Agglutination von Mikroorganismen eine weitere Kolonisation bzw. deren Anheftung
an die Mundschleimhaut verhindert (Van Nieuw Amerongen et al.,, 2004). Das
uberwiegend in den Schaltstuckepithelien gebildete Enzym Muramidase (Lysozym) ubt
eine bakterizide Wirkung auf Mirkoorganismen aus, indem es Polysaccharide innerhalb
der Zellmembran hydrolysiert (Van Nieuw Amerongen et al., 2004). Das Glykoprotein
Lactoferrin zeigt eine bakteriostatische Wirkung, indem es Eisenionen (Fe**) zu Chelat-
Komplexen bindet und so zu einer Hemmung des Bakterienwachstums beitragt
(Groenink et al., 1999). Darlber hinaus kann in der Speichelflussigkeit eine weitere
Gruppe niedermolekularer, kationischer Peptide hervorgehoben werden, die auf Grund
struktureller Gemeinsamkeiten in ahnlicher Art und Weise mit den Zellmembranen von
Mikroorganismen interagieren (Den Hertog et al., 2004; Gennaro et al., 2000). Hierzu
gehdren die Histatine, das humane Cathelicidin (LL-37) und die Defensine.

Die Expression humaner beta-Defensine wurde in den epithelialen Geweben der
Mundschleimhaut in den letzten Jahren studiert. Ungeklart ist bislang das genaue
Expressionsmuster humaner beta-Defensine in den Geweben der Speicheldrise und im
Speichel. Die humanen beta-Defensine-1 und -2 wurden erstmals 1999 von Mathews
und Mitarbeitern mit einer Konzentration von 150 ng/ml in der Speichelflussigkeit des
Menschen identifiziert (Mathews et al, 1999). Mit Hilfe immunhistochemischer
Methoden gelang die Lokalisation von hBD-1 in den Epithelzellen der
Ausfuhrungsgange der kleinen Speicheldrise (Mukozelen). Dabei wurde eine apikale
Polarisierung der Peptidexpression innerhalb der Gangepithelzellen beschrieben
(Sahasrabudhe et al., 2000). Das humane beta-Defensin-1 wurde ausschlieB3lich in den
Gangepithelzellen gefunden und konnte weder in serdsen noch in mukdsen
Azinuszellen gezeigt werden. Daruber hinaus wurde die mRNA Expression von hBD-1,
-2 und -3 in gro3en und kleinen Mundspeicheldrisen nachgewiesen (Bonass et al.,
1999; Dunsche et al., 2002; Harder et al., 1997; Mathews et al., 1999; Zhao et al.,
1996). Die Proteinexpression der humanen beta-Defensine -2 und -3 konnte bisher noch
nicht in Strukturen der gesunden Speicheldrise gezeigt werden. Die Expression des
humanen beta-Defensin-2 wurde immunhistochemisch bislang nur in keratinisierten

Epithelinseln der tumords veranderten Speicheldrise nachgewiesen (Abiko, 2000).
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1.4 Interleukin-1 beta im Speichel und in der Speicheldrise

Interleukin-1 beta (IL-1 beta) ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches zahlreiche
Funktionen sowohl in der angeborenen als auch in der adaptiven Immunabwehr
ubernimmt (Janeway, 2002). Dieses Polypetid besitzt ein geringes Molekulargewicht (15
kDa) und wird von Monozyten, polymorphkernigen Granulozyten, Gefallendothelzellen,
Epithelzellen, Keratinozyten, Fibroblasten, T- und B-Lymphozyten, Osteoklasten und
Osteozyten produziert (Dinarello, 1996). Es stimuliert die Bildung weiterer Zytokine (IL-1,
IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a), aktiviert die Gewebemigration von neutrophilen Granulozyten
und induziert die Proliferation von T- und B-Lymphozyten mit anschlieender
Immunglobulinbildung (Dinarello, 2005; Sell, 2001). Neben der Rolle als vielseitiger
Mediator des Immunsystems stimuliert Interleukin-1 beta die Biosynthese von
Cyclooxigenase und Prostaglandin E,, was zu generellen Symptomen wie Fieber fuhren
kann (Schmidt, 2000). Mit Hilfe immunhistochemischer Untersuchungen konnte die
Expression von Interleukin-1 beta in den Gangepithel- und Azinuszellen der
Speicheldrise nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich eine verstarkte Immunreaktion
in den Gangepithelien der chronischen Sialadenitis und in autoimmunologisch
verandertem Speicheldrisengewebe (Sjogren Syndrom) (Cauli et al., 1995). Zusatzlich
konnten experimentelle Untersuchungen in einem Mausmodell zeigen, dass
Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien die Genexpression von Interleukin-1 beta
in der Glandula submandibularis stimuliert (Yao et al., 2005).

1.5 Untersuchtes Gewebe

In der vorliegenden Arbeit wurden Gewebeproben der gesunden, entzindeten und
bestrahlten Glandula submandibularis sowie Biopsien des pleomorphen Adenoms bzw.
des adenoidzystischen Karzinoms der Speicheldrise auf die Expression der humanen
beta-Defensine-1, -2 und -3 sowie Interleukin 1-beta naher untersucht.

1.5.1 Gesunde Speicheldrise

Die Glandula submandibularis stellt neben der Glandula parotis und der Glandula
sublingualis eine der drei groRen, paarig angelegten Mundspeicheldrisen des
Menschen dar. Zusammen mit den kleinen akzessorischen Speicheldrisen auf der

Zunge, der Wangenschleimhaut und am Gaumen Ubernehmen diese die Aufgabe der
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Speichelproduktion. Die Speicheldruse wird von einer Kkollagenfaserreichen
Bindegewebskapsel umgeben, von der Bindegewebssepten ins Organinnere ziehen.
Das Parenchym setzt sich aus serdsen und mukdsen Azinuszellen (Drusenendsticke)
und einem System intra-, inter- und extralobularer Gange zusammen (Junqueira, 1996).
Den mukdsen Azinuszellen sitzen zum Teil ser6se Endkappen korbartig auf. Im
Bindegewebe verlaufen neben zahlreichen Blut- und Lymphgefalen auch Nerven,
welche ein dichtes Netzwerk um die Drusenendsticke und Ausfuhrungsgange bilden.
Die serdsen Azinuszellen sind durch basal gelegene, gro3e Zellkerne gekennzeichnet
und sezernieren einen Speichel mit einem hohen Wasser- und Proteinanteil. Die
mukosen Azinuszellen zeichnen sich durch basal gelegene, flache Zellkerne aus und
bilden einen viskdsen und muzinhaltigen Speichel. Die Schaltstucke bilden das
terminale Gangsystem und lassen sich durch einreihige, kubische Epithelzellen
charakterisieren. Die Auskleidung der Streifenstliicke besteht aus Zylinderepithelzellen,
die zum Ganglumen einen Burstensaum und basal, parallel ausgerichtete
Zytoplasmastreifungen aufweisen (Seifert, 1996). Den interlobularen Gangabschnitten
kommen vorwiegend Transportfunktionen zu. Je nach Gangkaliber erfolgt die
Begrenzung durch ein mehrreihiges oder mehrschichtiges Zylinder- bzw. Plattenepithel.
Die Glandula submandibularis ist eine gemischte, seromukodse Druse, welche der
sezernierten Speichelflissigkeit die Eigenschaften der Sekrete von serésen und
mukosen Azinuszellen verleiht.

Die Hauptfunktionen des Speichels beziehen sich auf den Transport und Verdau der
Nahrung, die Vermittlung der Geschmacksempfindung sowie den Schutz oraler Gewebe
vor infektiosen Agentien (Seifert, 1996). Als Ausgangsprodukt fur die Speichelbildung
wird ein plasmaisotoner Primarspeichel von den Azinuszellen ausgeschieden. Durch
eine Ruckresorption von Natrium-, Chlorid-, und Bikarbonat-lonen in den
Streifensticken entsteht ein hypotoner Speichel in der Mundhohle (Aps et al., 2005).
Das tagliche Gesamtvolumen des Speichels betragt zwischen 500-1500 ml, wobei sich
dieses Volumen aus der Spontansekretion und der stimulierten Sekretion
zusammensetzt. Die Sekretionsrate unterliegt einem zirkadianen Rhythmus und ist
durch Geschmacks- und Geruchswahrnehmungen wahrend der Nahrungsaufnahme
stimulierbar. Das lymphoide, interstitielle Bindegewebe Ubernimmt neben der Integration
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des Gefal3- und Nervenapparates auch Aufgaben des sekretorischen Immunsystems
der Speicheldrusen (Seifert, 1996).

1.5.2 Atiologie und Folgen von Entziindungen in der Speicheldriise

Als atiologische Faktoren einer entzundlichen Erkrankung der Speicheldrusen
(Sialadenitis) konnen Traumen, Bakterien, Viren, Gangobstruktionen, Sekretions-
storungen, radiogene Noxen aber auch immunologische Prozesse angesehen werden
(Seifert, 1995). Die akuten Formen einer Sialadenitis werden Uberwiegend durch
bakterielle oder virale Noxen ausgeldst, wohingegen bei chronisch-rezidivierenden
Entzindungen Sekretionsstorungen oder immunpathologische Reaktionen eher im
Vordergrund stehen konnen. Faktoren wie herabgesetzte Speichelsekretion, veranderte
Elektrolytzusammensetzung bzw. Sekretstauung im Gangsystem begunstigen die
Entstehung einer obstruktiven Sialadenitis. Pathohistologisch konnen viskOse
Sekreteindickungen aber auch kleine Speichelsteine (Mikrolithen) in den Ganglumina
beobachtet werden (Williams, 1999). Weitere morphologische Merkmale stellen
unregelmalig dilatierte Speichelgange, Metaplasien des Gangepithels, periduktale
lymphozytare Infiltration, interstitielle Fibrose und eine Atrophie der Drusenazini dar. Die
Dauer der Obstruktion steht in einem engen Zusammenhang mit dem Schweregrad der
morphologischen Veranderung (Seifert, 1996). Als weitere Ursache einer
Speicheldrusenentzindung konnen tumorose Veranderungen sowie

Speicheldrisenzysten genannt werden.

1.5.3 Radiotherapeutische Irritationen der Speicheldriise

Die therapeutische Anwendung ionisierender Strahlen im Kopf-Hals-Bereich kann im
direkten Strahlenumfeld zu klinisch erfassbaren Nebenwirkungen fuhren. Eine Folge der
Bestrahlung ist die so genannte Strahlen-Sialadenitis, welche mit Symptomen wie
Mundtrockenheit (Xerostomie), Schluckbeschwerden, Entzindungen der
Mundschleimhaut (Mukositis), Geschmacksverlust oder einem vermehrten Auftreten von
Candidainfektionen einhergehen kann (Andrews et al., 2001; Guchelaar et al., 1997;
Jham et al., 2006). Schon innerhalb der ersten Tage konnen Symptome als Reaktion auf
die Strahleneinwirkung auftreten. Diese umfassen neben den bereits genannten

Symptomen auch schmerzhafte Drusenschwellungen und eine unterschiedlich stark
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ausgepragte Reduktion der Speichelflussrate. Die im Laufe einer Strahlenbehandlung
moglicherweise auftretenden morphologischen Veranderungen von Strukturen des
Drusengewebes konnen in folgende Stadien eingeteilt werden (Dreyer et al., 1989). Das
Stadium | ist durch eine Schwellung und Vakuolisierung der serésen Azinuszellen, eine
mafige Atrophie der Drusenazini sowie eine geringe lymphozytare Infiltration des
periduktalen Gewebes gekennzeichnet. Im Stadium Il lassen sich deutliche
Parenchymreduktionen durch atrophierte Drusenazini, Gangektasien mit vereinzelten
duktularen Proliferationen und eine verstarkte periduktale lymphozytare Infiltration
erkennen. Das Stadium Ill wird durch eine hochgradige Parenchymreduktion,
ausgedehnte periduktale lymphozytare Infiltrate, ausgepragte Gangektasien mit
Becherzel- und  Plattenepithelmetaplasien = sowie = vermehrte intraluminale
Sekretanreicherungen bestimmt. Durch eine Zunahme des interstitiellen Bindegewebes
resultiert das Bild einer Speicheldrusenzirrhose. Dartber hinaus konnten fur die Schalt-
und Streifenstuckepithelien eine verstarkte Expression der antimikrobiellen Proteine

Lysozym und Lactoferrin dokumentiert werden (Dreyer et al., 1989).

1.5.4 Tumoren der Speicheldriise

Das pleomorphe Adenom der Glandula parotis stellt den haufigsten benignen
Speicheldrisentumor des Menschen dar (Inzidenz: 2,5-3 Falle auf 100.000 Einwohner).
Pathohistologisch ist es durch einen vielgestaltigen Aufbau gekennzeichnet, wobei
zwischen epithelialen bzw. myoepithelialen Zellstrukturen und unscharf begrenzten
Stromaarealen mit mukoider, myxoider oder chondroider Differenzierung unterschieden
werden kann. Die epithelialen bzw. myoepithelialen Zellkomplexe kdnnen gangartige,
solide oder zystische Formationen und eine netzartige Auflockerung im Stroma
aufzeigen. Die Myoepithelzellen kénnen polygonal oder spindelférmig modifizierte
Strukturen aufweisen. Zu geringeren Anteilen lassen sich inselartige Ausbildungen von
Plattenepithelmetaplasien erkennen. Atiologisch liegen der Entstehung humaner
Speicheldrisentumore unterschiedliche Faktoren wie exogene chemische Noxen, virale
Komponenten, Strahlenexposition, Hormoneinwirkungen oder genetische Dispositionen
zugrunde (Seifert, 1996).

Das adenoidzystische Karzinom stellt nach dem Mukoepidermoidkarzinom die
zweithaufigste Entitat innerhalb der Gruppe der malignen Speicheldrisentumoren dar
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(Inzidenz: 3,9-7,7 Falle auf 100.000 Einwohner) (Loning und Jakel, 2004). In der
Mundhohle ist es bevorzugt am Gaumen lokalisiert, wohingegen es in den kleinen und
groRen Speicheldrisen des Menschen gleich haufig vorkommt (Loning und Jakel,
2004). Es zeichnet sich durch ein infiltratives Wachstum aus, das durch eine perineurale
oder perivaskulare Ausbreitung gekennzeichnet ist. Pathohistologisch lassen sich
glandular-cribriforme, tubulare und solid-basaloide Formen modifizierter Gangepithelien
und myoepithelialer Zellen unterscheiden, die sowohl einzeln als auch gemischt
auftreten konnen (Seifert, 1996).

1.6 Fragestellungen und Ziele der Arbeit

In einer Vielzahl von Untersuchungen konnte die Rolle humaner beta-Defensine in der
Abwehr unseres Korpers gegenuber bakteriellen, viralen und fungiformen Noxen gezeigt
werden (Lehrer, 2004). Dabei wurden unter anderem die Epithelzellen der
Mundschleimhaut und Gingiva, aber auch Odontoblasten der Zahnpulpa als Syntheseort
dieser Peptide identifiziert (Dale und Fredericks, 2005; Dommisch et al., 2005b;
Krisanaprakornkit et al., 2000). Das unterschiedliche Expressionsprofil der einzelnen
Defensine, die verschiedenen Wirkspezifitaten gegen pathogene Mikroorganismen in
der Mundhohle und die Fahigkeit, immunkompetente Zellen 2zu rekrutieren,
demonstrieren die funktionelle Vielseitigkeit der humanen beta-Defensine.

Ziel der Arbeit war es, immunhistochemische Methoden zur Darstellung der humanen
beta-Defensine (hBD-1, -2, -3) und Interleukin-1 beta in Speicheldrisen zu etablieren.
Hierfur wurden Proben der gesunden, entzindeten und bestrahlten Speicheldrise sowie
von Tumoren der Speicheldrise analysiert. Weiterhin war es von Interesse, eine
Methode zur quantitativen Auswertung immunhistochemisch gefarbter Schnitte zu

erarbeiten.

Im Zuge der vorliegenden Arbeit sollten folgende Fragestellungen untersucht werden:

Sind die humanen beta-Defensine-1, -2, und -3 in den Epithelzellen der gesunden,

entzindeten und bestrahlten Glandula submandibularis exprimiert?
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Bestehen Unterschiede in der Expression humaner beta-Defensine innerhalb einzelner
Abschnitte des Ausfuhrungsgangsystems in der gesunden, entzindeten bzw.

bestrahlten Glandula submandibularis?

Zeigen sich Unterschiede in der Expression von hBD-1, -2, und -3 in Bezug auf die

intrazellulare Lokalisation?

Zeigen neben den Gangepithelien auch andere histologische Strukturen eine
Expression fur hBD-1, hBD-2 und hBD-37?

Koénnen im Vergleich zur gesunden Glandula submandibularis quantitative Unterschiede

in der Expression von hBD-1, -2, -3 in bestrahltem Drisengewebe beobachtet werden?

Kann die Expression der humanen beta-Defensine-1, -2 und -3 in benignen bzw.

malignen Speicheldrisentumoren nachgewiesen werden?
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2. Material und Methoden

2.1 Ubersicht

Es wurden Proben der gesunden, entzindeten und bestrahlten Glandula
submandibularis sowie der tumords veranderten Speicheldrise immunhistochemisch
auf die Expression der humanen beta-Defensine-1, -2 und -3 bzw. Interleukin-1 beta hin

untersucht.

2.2 Reagenzien und Materialien

Die verwendeten Probenrdohrchen und Pipettenspitzen wurden von der Fa. Sarstedt
(Nimbrecht) bezogen. Die Chemikalien (Ethanol, Eosinlosung, Formalinlésung,
Hamatoxylin, Methanol, = Natriumchlorid, = Natriumhydroxid, = Salzsaure, Xylol,
Zitronensauremonohydrat) fur die immunhistochemische Technik wurden von der Fa.
Merck (Darmstadt) bestellt. Weiterhin wurde 3,3-Diaminobenzidin (DAB) von der Firma
Perbio Science (Bonn), bovines Serumalbumin von der Fa. Roth (Karlsruhe), Tris von
der Fa. ICN Biomedicals (Ohio, USA), Xylolersatz von der Fa. Vogel (Giessen) und
Wasserstoffperoxid von der Fa. KMF Laborchemie (Sankt Augustin) im Rahmen der

histochemischen Untersuchungen verwendet.

2.3 Probengewinnung

Die Speicheldrusenproben (n = 13) und die Proben der entzindlich veranderten
humanen Haut (n = 3) wurden im Rahmen von Tumoroperationen im Sinne der Neck
Dissection in der Poliklinik fur Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie (Direktor: Prof. Dr.
Dr. R. Reich) gewonnen. Alle Patienten wurden nach den Richtlinien der
Ethikkommision der Universitat Bonn (AZ: 142/05) aufgeklart und gaben ihr schriftliches
Einverstandnis. Hierbei wurden Proben der gesunden (n = 4) und der entzindeten (n =
2) Glandula submandibularis gewonnen. Weiterhin wurden Proben der Glandula
submandibularis von Patienten untersucht (n = 3), die aufgrund einer Tumorerkrankung
im Kopf-Hals-Bereich mit einer Strahlendosis von 36 Gy radiotherapeutisch
vorbehandelt wurden (nach den Richtlinien des deutsch-Osterreichisch-schweizerischen
Arbeitskreises zur Tumorforschung (DOSAG)). Die Proben der gesunden Speicheldriise

wurden ebenfalls im Rahmen von Tumoroperationen, ohne vorherige Strahlentherapie
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der Patienten, gewonnen. Daruber hinaus wurden Proben aus dem adenoidzystischen
Karzinom der kleinen Speicheldrise der Wange (n = 1) bzw. der Glandula
submandibularis (n = 1) und des pleomorphen Adenoms der Glandula parotis (n = 2)
gewonnen. Die klinische Diagnose wurde durch die histologische Untersuchung des
Probenmaterials durch einen Pathologen gesichert. Die Proben fur die Positivkontrolle
aus der humanen Haut konnten aus geometrischen Grinden im Zuge von plastischen

Operationen nach Tumortherapie gewonnen werden.

2.4 Fixierung, Einbettung und Schnittanfertigung

Die Praparate wurden unmittelbar nach ihrer Gewinnung in 4%-iger Formalinlésung der
Fa. Merck (Darmstadt) fur mindestens 36 Stunden bei Raumtemperatur fixiert.

Alle Proben wurden anschlieBend mit Hilfe des Einbettautomaten V.I.P. 2000/3000 der
Fa. Vogel (Giessen) in drei Schritten vorbereitet. Der erste Schritt beinhaltete die
Wasserung der Proben Uber einen Zeitraum von zwei Stunden. Im Anschluss daran
wurden die Speicheldrisenproben in einem zweiten Arbeitsschritt unter Verwendung
einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80%, 96%, 100%, siehe Tabelle 1) dehydriert.
Der dritte und letzte Arbeitsschritt beinhaltete die Lagerung der Gewebeproben in
flussigem Paraffin fur 4 Stunden. Das Einbetten der Proben erfolgte in
Kunststoffkuvetten von der Fa. DAKO (Hamburg) in einem standardisierten Verfahren

mittels der Paraffinausgief3station ,Tissue Tek® der Fa. Vogel.
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Tabelle 1

Ubersicht Uber die Schritte im Einbettautomat
Reagenz Zeit
70% Ethanol, 40°C 1h
70% Ethanol, 40°C 1h
80% Ethanol, 40°C 1h
96% Ethanol, 40°C 1h
96% Ethanol, 40°C 1h
100% Ethanol, 40°C 75 min
100% Ethanol, 40°C 75 min
100% Ethanol, 40°C 75 min
Xylol, 40°C 1h
Xylol, 40°C 75 min
Paraffin, 60°C 1h
Paraffin, 60°C 1h
Paraffin, 60°C 1h
Paraffin, 60°C 1h

Nach dem Ausharten der Paraffinblocke wurden diese in die entprechende Vorrichtung
am Rotationsmikrotom HM 355 S von der Fa. Microm International (Walldorf)
eingespannt. Histologische Schnitte wurden mit einer Schichtdicke von 2 um unter
Anwendung der Serienschnitttechnik angefertigt und auf Objekttrager von der Fa.
Menzel-Glaser (Braunschweig) aufgetragen. Die Objekttrager wurden anschliefend auf
einer Warmeplatte der Fa. IKA (Staufen) fur 30 Minuten bei 30°C gelagert. Die
vollstandige Trocknung der Praparate erfolgte in einem Inkubator der Fa. Memmert
(Schwabach) fur 12 Stunden bei 37°C.

2.5 Farbemethoden

2.5.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zur Ubersicht und Kontrolle des zu untersuchenden Gewebeareals wurde jeder zehnte
Schnitt einer Serie mit Hamatoxylin-Eosin (HE) angefarbt.
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Mit der so genannten HE-Farbung lassen sich alle basophilen Zell- und
Gewebestrukturen wie Zellkerne, Bakterien, Calciumcarbonat, basophiles Zytoplasma
und Knorpelgrundsubstanz blau farben, wahrend azidophile Bestandteile wie
Zytoplasma, Kollagen und Erythrozyten rot angefarbt werden (Junqueira, 1996) (siehe
Tabelle 2).

Tabelle 2
Ubersicht der Einfarbung spezieller Zellbestandteile mit der HE-Farbemethode
Zellstruktur Farbung
Kerne Blau
Zytoplasma Blassrot
Retikulumfasern und Basalmembran Blassrot oder ungefarbt
Kollagenfasern Rot
Elastische Fasernetze und elastische | Blassrosa
Membranen

Fur beide histologische Schnitttechniken, HE und die immunhistochemischen
Farbungen, wurden die Schnittpraparate unter Verwendung von Xylol entparaffiniert und
mittels einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%, 80%, 70%) hydriert (siehe Tabelle
3).

Tabelle 3

Arbeitsschritte und Reagenzien zur Entparaffinierung und Hydrierung
Reagenz Zeit

Xylol 10 min

Xylol 10 min

100% Ethanol 5 min

100% Ethanol 5 min

96% Ethanol 5 min

70% Ethanol 5 min

Aqua dest. 5 min
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Der chronologische Arbeitsablauf fur die anschlieliende Hamatoxylin- und Eosinfarbung
ist in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4

Einzelschritte der HE-Farbung

Reagenz Zeit
Hamalaun 30 Sek.
Aqua dest. 1 min
Spulen unter flieRendem H,O 5 min
Eosin 2 min
Aqua dest. 2 sec
70% Ethanol 2 min
96% Ethanol 2 min
100% Ethanol 2 min
100% Ethanol 2 min
Xylolersatz 2 min
Xylolersatz 2 min
Eindecken mit DePex Ohne Zeitangabe

2.5.2 Methode der immunhistochemischen Nachweisreaktion

Die immunhistologische Technik macht es moglich, Peptide/Proteine, Polysaccharide
und andere Strukturen, gegen die primare Antikorper gebildet werden konnen,
hochspezifisch in histologischen Schnitten nachzuweisen. Dieses Verfahren erlaubt
sowohl die Darstellung und Lokalisation eines Peptides/Proteins in der Zelle bzw. im
untersuchten Gewebe als auch die Analyse von Expressionsmustern (www.pathologie-
online.de/meth/immunhisto.php).

Die in dieser Arbeit angewandte immunhistochemische Technik erfolgte in Anlehnung
an die Arbeit von Lossdorfer und Mitarbeitern (Lossdorfer et al., 2002). Dabei handelte
es sich um die indirekte Strepavidin-Biotin-Methode (ABC-Methode). Das Prinzip dieser
Methode ist, dass ein spezifischer Primarantikorper an das zu untersuchende Antigen
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bindet. Ein zweiter Sekundarantikorper, der an den ersten Primarantikorper bindet, ist
kovalent mit Biotin markiert. Streptavidin besitzt eine starke Affinitat zu Biotin, so dass
es zum Verbund von  Streptavidin-Biotin-Komplexen  und  biotinylierten
Sekundarantikorper kommt. Vor diesem Hintergrund wurde nach einem
Primarantikorper, ein biotinylierter zweiter Antikorper und praformierte Streptavidin-
Biotin-Enzymkomplexe fur die Farbung der Praparate eingesetzt. Die abschlieRende
Reaktion erfolgte unter Anwendung des Enzyms Merrettichperoxidase, welche direkt an
den beschriebenen Komplex gekoppelt ist. Dieses Enzym wandelt das farblose
Chromogen 3,3-Diaminobenzidin (DAB) in ein braunes Enzymprodukt um. Als Ergebnis
wurde ein Immunprazipitat sichtbar, welches die Beschreibung von Lokalisation und
Verteilung des untersuchten Antigens erlaubte.

Histologische Serienschnitte der humanen Haut wurden als Positivkontrolle fur die
Expression der humanen beta-Defensine unter Anwendung des oben beschriebenen
Protokolls immunhistochemisch angefarbt. Als Negativkontrolle fur die Immunreaktion
wurden ebenfalls Schnitte der Glandula submandibularis herangezogen. Dabei wurden
parallel zum beschriebenen Ablauf der Uubrigen Praparate die Schnitte ohne
Verwendung des Primarantikdrpers mit 1% TBS/BSA inkubiert.

2.5.3 Immunhistochemischer Nachweis humaner beta-Defensine (hBD-1,-2,-3)
und Interleukin-1 beta (IL-1beta)

In Vorversuchen wurden zunachst alle Antikdrper getestet und die verwendete
Konzentration so bestimmt, dass sich eine distinkte und deutliche Immunreaktion,
maoglichst frei von unspezifischer Hintergrundfarbung, ergab.

Im Anschluss an die Entparaffinierung und Hydrierung der Praparate (siehe Tabelle 3)
erfolgte ein Waschschritt fir 10 Minuten in TBS. Um ausschliellich Reaktionen der
verwendeten Merrettichperoxidase zu erhalten, wurde die endogene Gewebeperoxidase
blockiert (10 min; 70 ml Methanol und 700 ul 30%-ige H2O»-Losung). Nach einem
weiteren Waschschritt (10 min; TBS) erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikorper in
einer feuchten Kammer (verdinnt in 1%-iger TBS/BSA-L6sung, siehe Tabelle 5).
AnschlieRend wurde erneut mit TBS (10 min) gewaschen und der Sekundarantikorper

der Fa. DAKO (Hamburg) auf die Praparate aufgetragen (siehe Tabelle 6). Die
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histologischen Schnitte wurden nach einer Inkubationszeit von 30 min wiederum fur 10
min mit TBS gewaschen.

Die Praparate wurden im Anschluss an die oben genannten Schritte mit DAB (8 min;
1:10) gefarbt und mit TBS gespult (10 min). Die Gegenfarbung erfolgte mit Mayers
saurem Hamalaun (1 s) und die Blauung anschlieRend unter flielendem Wasser (4
min). AbschlieRend wurden die Praparate mit Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe (2 x
2 min abs. Alkohol; 2 x 2 min Xylolersatz) dehydriert und mit DePex von der Fa. Serra
(Heidelberg) sowie Deckglasern der Fa. Engelbrecht (Edermunde) eingedeckt. Die
einzelnen Schritte der immunhistologischen Methodik sind in Tabelle 6

zusammengefasst.

Tabelle 5

Ubersicht und Anwendung der verwendeten Primarantikérper

Antikorper Isotyp Hersteller Inkubationsprotokoll

hBD-1 polyklonal Fa. Biologo (Kiel) | 1:30, 1h, 25°C
Kaninchen

hBD-2 polyklonal Fa. Cell Concepts | 1:10, 20h, 4°C
Ziege (Umkirch)

hBD-3 polyklonal Fa. Gentaur 1:100,1h, 25°C
Kaninchen (Belgium)

IL-1 beta polyklonal Fa. Perbio 1:100, 20h, 4°C
Kaninchen Science (Bonn)
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Tabelle 6

Arbeitsschritte der immunhistochemischen Methodik
Arbeitschritt Zeit
Entparaffinierung siehe Tabelle 3
Spulen mit TBS 10 min

Blockierung der endogenen Gewebe- | 10 min
peroxidase (70 ml Methanol mit 70 ul
30%-iger H2O2-Losung und 20% Tween

20)

Spulen mit TBS 10 min
Inkubation mit dem Primarantikorper siehe Tabelle 5
Spulen mit TBS 10 min
Inkubation mit dem Sekundarantikorper 30 min

(DAKO ,Envision: hBD-1 AK gegen
Kaninchen; hBD-2 AK gegen Ziege; hBD-3
AK gegen Kaninchen; IL-18 AK gegen
Kaninchen; 1:50 in 1%-iger TBS/BSA-
Ldsung, 25 °C)

Spulen mit TBS 10 min
Farbung mit DAB (1:10; von Pierce) 8 min
Spulen mit TBS 10 min
Gegenfarbung mit Mayers saurem | 1s
Hamalaun
Blauen unter flieRendem Wasser 4 min
Aufsteigende Alkoholreihe jeweils 2 min
= 2 xabs. Alkohol
= 2x Xylol

Eindecken ohne Zeitangabe
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2.6 Auswertung der Proben

2.6.1 Fotografische Dokumentation

Die fotografische Dokumentation und anschlieRende Auswertung der histologischen
Praparate wurde mit dem Mikroskop Axio Imager A1 und der Kamera AxioCam MRc der
Fa. Zeiss (Jena) durchgefuhrt. Die computertechnische Analyse der histologischen
Fotografien wurde mit dem Programm AxioVision Rel. 4.5° von der Fa. Zeiss
vorgenommen.

Die histologischen Schnitte wurden fur jeden Antikorper unter standardisierten
Bedingungen in einem Fortlauf fotografiert. Unterschiede in der Intensitat der
Immunreaktion zwischen den Gruppen konnten mittels dieses Verfahrens genauer
beurteilt werden. Auf diese Art und Weise wurden technische bzw. anwendungsbedingte
Variationen minimiert. Um gleichmallig belichtete Aufnahmen ohne
Helligkeitsunterschiede zu erhalten, wurde darauf Wert gelegt, dass eine
Schattenbildung innerhalb der Aufnahme ausgeschlossen werden konnte (Grube, 2004).
Diese randstandige Schattenbildung tritt nach jedem Objektivwechsel auf und wurde
daher vor jeder Aufnahmeserie manuell nachkorrigiert. Fur eine realitatsgetreue
Farbdarstellung der Praparate im Bild wurden die Farbkanéle aufeinander abgestimmt
(Weilkabgleich). Die optimale Belichtungszeit wurde ermittelt und fur die nachfolgenden
Aufnahmen bei einer konstanten Farbtemperatur von 3200 K beibehalten. Die
Belichtungszeit betrug fur hBD-1 5 ms, hBD-2 5 ms, hBD-3 5 ms, IL-1beta 4 ms. Nach
jeder Aufnahmeserie wurde anhand der Informationsdatei zu jedem Bild kontrolliert, ob
alle Aufnahmen bei konstanter Belichtungszeit angefertigt wurden.

Fur jedes Praparat wurden 10 Messaufnahmen der Epithelzellen von Schalt- und
Streifensticken in einer 10 x 40 VergroRerung angefertigt und fur die Analyse mit dem

Messprogramm AutMess® (Automatisches Messen) der Fa. Zeiss separat gespeichert.

2.6.2 Auswertung und semiquantitative Beschreibung der Expression von

hBD-1, -2, -3 und IL-1 beta
Interzellulare Unterschiede in der Intensitdt der Immunreaktion resultieren aus
unterschiedlichen Mengen an gebundenem Primarantikorper und korrelieren so mit dem

vorhandenen Proteingehalt der Zelle. Fur eine semiquantitative Beschreibung der
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Expression von hBD-1, -2, -3 und IL-1 beta wurde gesunde und bestrahlte
Speicheldriise mit Hilfe des Computerprogramms AutMess® der Fa. Zeiss analysiert und

zusatzlich statistisch ausgewertet.

2.6.3 Fotografische Bildparameter

Als Grundlage fur die Quantifizierung wurde in jedem Messfoto der mittlere Grauwert der
Farbreaktion in Schalt- und Streifenstiicken des Ausfuhrungsgangsystems ermittelt. Alle
Aufnahmen entstanden mit der Axio Cam MRc Farbkamera und wurden im RGB-
Farbmodus aufgenommen. RGB bezeichnet die Grundfarben Rot, Grun und Blau und
stellt das so genannte additive Farbmodell dar. Jede Farbe Iasst sich durch einen Rot-,
Grin-, und Blauanteil beschreiben, in der jeder Farbanteil zwischen 0 und 100%
variieren kann. Sind alle drei Grundfarben zu einem Farbanteil von 100% vorhanden,
ergibt sich die Farbe Weil3. Ein Farbanteil von 0% aller drei Grundfarben spiegelt die
Farbe Schwarz wider. Dieses Modell der Farbdarstellung wird von Computermonitoren
und Kameras verwendet. Die kleinste Darstellungseinheit von Farbinformationen stellt
am Monitor ein Bildschirmpixel dar. Dieser Bildpunkt besteht aus drei Farbpunkten der
Grundfarben Rot, Grun und Blau. Jede Farbe eines Pixels setzt sich aus der
Farbinformation des Rot-, Grin-, und Blaukanals dieses Pixels zusammen. Der
Werteumfang, den jeder Kanal einnehmen kann, wird als Farbtiefe bezeichnet. Somit
gibt die Farbtiefe die Feinheit der Abstufungen an, mit der beispielsweise die Farbe Rot
im Rotkanal wiedergegeben werden kann. Alle Werte eines Farbkanals werden
elektronisch kodiert. Die Anzahl der Farbtone und damit der Farbtiefe lasst sich in der
exponentiellen Funktion 2" ausdriicken und wird in Bit angegeben. Eine Aufnahme mit
einer Farbtiefe von 1 Bit enthalt genau zwei Farbténe (2'). Eine Aufnahme von 2 Bit
Farbtiefe besitzt 4 (22) unterschiedliche Farbténe und eine Aufnahme von 16 Bit 65536
(216) mogliche Farbabstufungen fur jeden Farbkanal. In diesem additiven Farbmodell,
bei dem sich alle Farbkanale eines Pixels bei voller Intensitat zur Farbe Weil} addieren,
besitzen hellere Bildpunkte mehr Farbinformation als Dunklere. Somit gibt der
Zahlenwert 0 den Farbton Schwarz und jeder groRere Zahlenwert einen entsprechend
helleren Farbton an (Zeiss, 2005).

Alle Messaufnahmen wurden im RGB-Modus mit einer Farbtiefe von 48 Bit

aufgenommen. Das Messprogramm wandelt eine markierte Region innerhalb eines 48
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Bit RGB-Farbbildes gemal der Formel (R+G+B) / 3 in ein 16 Bit Graustufenbild um. Die
Grauwerte aller Bildpunkte einer markierten Region werden analysiert und der Mittelwert
aller Grauwerte als Zahlenwert ausgegeben. Die mittleren Grauwerte kdnnen einen

Zahlenwert von 0 bis 65535 annehmen.

2.6.4 Semiquantitative Bildanalyse

Die Intensitat der Immunreaktion der Epithelzellen von Schalt- und Streifenstiicken
wurde mit Hilfe des mittleren Grauwertes miteinander verglichen. Vorversuche haben
gezeigt, dass die dunkelsten Bildpunkte (Minimalwerte) von den Zellkernen
hervorgerufen wurden, die aufgrund der basophilen Kerngegenfarbung in der
Epithelzelle entstanden (siehe Abbildung 1). Die hellsten Bildpunkte (Maximalwerte)
hingegen wurden von den Lumina innerhalb der Schalt- und Streifensticke
hervorgerufen (siehe Abbildung 2). Um ausschlieBlich den mittleren Grauwert der
zytoplasmatischen Immunreaktion bestimmen und miteinander vergleichen zu kdnnen,
wurden sowohl die Zellkerne der Epithelzellen als auch die Lumina der Schalt- und
Streifensticke selektiv markiert und von der anschlielienden Messung ausgeschlossen
(siehe Abbildung 1-3).
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Abbildung 1

Immunhistochemische Darstellung des humanen beta-Defensin-1 in der gesunden
Speicheldrise. Zur semiquantitativen Auswertung wurden die einzelnen Zellkerne in den
Epithelzellen der Streifenstiicke markiert. Durch diese selektive Erfassung konnten diese

Bereiche von der anschlieBenden Messung ausgeschlossen werden. (VergréRerung 40fach)

Abbildung 2

Zusatzlich zu den Zellkernen wurden auch die Lumina der Streifenstiicke selektiv markiert und

ebenfalls nicht in die anschlieRende Messung mit einbezogen. (VergréRerung 40fach)
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Abbildung 3

Endgultige Einstellung vor der Messung des Grauwertes der Immunreaktion. Die hellsten Punkte
(Maximalwerte) waren im Lumen der Schalt- und Streifenstiicke zu finden, wohingegen die
dunkelsten Punkte (Minimalwerte) von den Zellkernen hervorgerufen wurden. Durch Ausschluss
dieser Areale von der Messung konnte schliellich nur der mittlere Grauwert der

zytoplasmatischen Immunreaktion ermittelt werden. (Vergréf3erung 40fach)

Alle Messungen wurden funffach durchgefuhrt, um UngleichmaRigkeiten in der
Markierung des Messareals bzw. in der Selektierung auszugleichen. Anschlie3end
wurde aus den Einzelmesswerten der Mittelwert bestimmt. Um die Intensitat der
Immunreaktion mit Hilfe der mittleren Grauwerte in einem Diagramm anschaulich

darzustellen, wurden diese mit folgender Formel umgerechnet (Lohrke et al., 2002).

relativer Graumittelwert = 1 * 10000

Graumittelwert (Einzelwert)

Somit ergaben sich fir jede Speicheldrise aus den untersuchten Gruppen 10
Einzelwerte flur den relativen mittleren Grauwert, die dann untereinander verglichen

werden konnten.
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2.7 Statistische Auswertung der Messdaten

Die statistische Auswertung wurde mit dem Computerprogramm SPSS (Version 14)
durchgefuhrt. Es wurde eine rein deskriptive Statistik durchgefuhrt, wobei der
Medianwert, Minimum, Maximum und die Standardabweichung angegeben worden sind.
Unter Verwendung des nicht-parametrischen Wilcoxon-Vorzeichen-Tests wurde der
mittlere Grauwert fur die Immunreaktion der Antikorper gegen hBD-1, -2, -3 und
Interleukin-1 beta ausgewertet.

Hierbei wurden Proben der gesunden (Gruppe 1) und Proben der bestrahlten
Speicheldriuse (Gruppe 2) miteinander verglichen. In jede Gruppe wurden jeweils
Schnitte von 2 Donoren aufgenommen. Pro Donor wurde, wie unter 2.6.4 beschreiben,
der mittlere Grauwert fur die Immunreaktion von insgesamt 10 Streifensticken

analysiert. Die Signifikanzschwelle wurde bei p < 0.05 festgelegt.

Die grafische Darstellung der ermittelten Daten erfolgte Uber Boxplotdiagramme. Ein
Boxplotdiagramm beinhaltet einen Kasten, der nach oben durch das 75%- und nach
unten durch das 25%-Perzentil begrenzt wird. Durch eine im Kasten dargestellte Linie,
die sich zwischen den beiden Perzentilen befindet, wird der ermittelte Medianwert
angezeigt. Zusatzlich zeigt ein Boxplotdiagramm den jeweils grof3ten und kleinsten Wert

aus der deskriptiven Statistik an (siehe Anhang 6).
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3. Ergebnisse

3.1  Uberblick

In der vorliegenden Studie wurden insgesamt 13 Speicheldrisenproben mit den
Methoden der Immunhistochemie untersucht. Es wurden Biopsien gesunder
Speicheldrusen (n = 4), strahlentherapeutisch irritierter Speicheldrisen (n = 3),
entzundlich veranderter Speicheldrisen (n = 2), sowie Speicheldrisentumore (n = 4) in
Hinblick auf die Expression humaner beta-Defensine (hBD-1, -2, -3) und Interleukin-1
beta ausgewertet.

3.2 Histomorphologische Auswertung
3.2.1 Morphologischer Vergleich gesunder und bestrahiter Glandula
submandibularis
Die Praparate der gesunden Speicheldrise zeigten eine Gliederung des
Parenchymgewebes in Drusenlappchen. In den Praparaten konnten die einzelnen
Anteile des Ausfuhrungsgangsystems wie Schaltstucke mit isoprismatischem,
einschichtigen Epithel, Streifensticke mit hochprismatischem, einschichtigen Epithel,
intraglobulare und extraglobulare Ausfuhrungsgange mit mehrreihigem Epithel
identifiziert werden. Die Zellkerne der Epithelzellen der Schalt- und Streifensticke waren
gleichmaliig im mittleren bis apikalen Drittel der Epithelzellen angeordnet. Neben Zellen
des AusfUhrungsgangsystems konnten serose und mukdse Azinuszellen in den
Schnitten dokumentiert werden. Es lag eine unterschiedliche Verteilung seréser und
mukoser Azinuszellen in den einzelnen Praparaten der unterschiedlichen Donoren vor.
Im Unterschied zu den Epithelzellen des Ausfuhrungsgangsystems konnten in den
serosen und mukosen Azini randstandige Zellkerne lokalisiert werden. Am basalen
Zellpol vereinzelter Azinuszellen lieRen sich myoeptiheliale Zellen identifizieren (siehe
Abbildung 4).
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Abbildung 4

HE-Farbung der gesunden Glandula submandibularis. Das Drusenparenchym bestand aus
Epithelzellen des Ausflihrungsgangsystems (A), serésen (B) und mukdsen (C) Azinuszellen
sowie vereinzelten Fettzellen (D). Einigen mukésen Zellen saRen serdse halbmondférmige

Aziniuszellen korbartig auf (E). (VergréfRerung 40fach)

Die  strahlentherapeutisch  irritierten =~ Gewebeproben  zeigten  grofflachige
Strukturauflosungen innerhalb des Drusenparenchmgewebes. Die Degeneration betraf
besonders die serbsen Azinuszellen. Hier wurde anstelle der Anzini fibroses
Bindegewebe in ausgedehnten Arealen beobachtet. Anteile der Basalmembran, die an
degenerierte  Anzinuszellreste angrenzten, lieRen unterschiedlich ausgepragte
Strukturverluste  erkennen. Mukdse Drusenanteile und  Epithelzellen  der
Ausfuhrungsgange waren ebenfalls von der Degeneration betroffen. In stark zerstorten
Regionen konnten vermehrt vielkernige Zellen identifiziert werden. Die Lumina der
Ausfuhrungsgange waren verkleinert und enthielten neben Zelltrdmmern und
Epithelresten auch Reste von sezerniertem Primarspeichel (siehe Abbildung 5).
Vereinzelte Epithelzellen der Sammelrohre zeigten ungeordnete, proliferierte Strukturen
mit einzelnen pyknotischen und abgeschilferten Zellen, die in das jeweilige Lumen
reichten. Angrenzend an Blutgefalle zeigten sich deutliche, entzindliche Infiltrate im
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interstitiellen Bindegewebe, die durch Lymphozyten, Makrophagen und Plasmazellen

reprasentiert wurden.
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Abbildung 5
HE-Farbung der bestrahlten Glandula submandibularis. Das Driisenparenchym zeigte einen
Verlust an serésen und mukdsen Azinuszellen (A). Sekretreste konnten in den Lumina der

deformierten Ausfiihrungsgange lokalisiert werden (B). (Vergréfierung 40fach)

3.2.2 Morphologischer Vergleich gesunder und entziindlich veranderter
Glandula submandibularis
Es wurde jeweils eine Gewebeprobe der chronischen Sialadenitis und der Sialolithiasis

untersucht.

3.2.2.1 Vergleich gesunder Speicheldruse und Sialolithiasis

Die Probe der entzundlich veranderten Speicheldrise (Sialolithiasis) zeigte stark
dilatierte und ungleichmafig begrenzte Ausfuhrungsgange (Gangektasien). In einigen
Arealen der Gangepithelzellen konnten ein verringertes Kern-Zytoplasma-Verhaltnis
sowie Bereiche vermehrter Zellproliferation festgestellt werden. Weiterhin wiesen einige

Areale der Epithelzellen luminale Ausstulpungen auf, in denen vermehrte
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Desquamationen beobachtet werden konnten (siehe Abbildung 6). Im interstitiellen
Bindegewebe und in unmittelbarer Nahe von Blutgefallen wurden Makrophagen,
Plasmazellen oder Lymphozyten als Komponenten der zellularen Immunabwehr
identifiziert (siehe Abbildung 7).

Abbildung 6

HE-Farbung eines dilatierten Ausfliihrungsgangs (Gangektasie) der entzindlich veranderten
Glandula submandibularis (Sialolithiasis). Epithelzellen mit unterschiedlichem Kern-Zytoplasma-
Verhaltnis (B, C) und Areale mit vermehrter Desquamation (A) konnten lokalisiert werden.
(Vergrolerung 20fach)
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Abbildung 7

HE-Farbung der entzindeten Glandula submandibularis. Lokalisation von Entziindungszellen
der humoralen Immunabwehr im interstitiellen Bindegewebe des Drisenparenchyms.
Plasmazellen mit randstandigem Zellkern (A, B) und Lymphozyten (C) wurden in den

entzindlichen Infiltraten identifiziert. (VergroRerung 40fach)

3.2.2.2 Vergleich gesunder Speicheldriuse und chronische Sialadenitis

Die untersuchte Gewebeprobe zeigte geringe Anzeichen einer Entzindung im
histologischen Bild. Es konnten nur wenige Entzindungszellen im interstitiellen
Bindegewebe identifiziert werden. Zusammenhangende entzundliche Infiltrate wurden
nicht aufgefunden. Des Weiteren wiesen die Epithelzellen des Ausfuhrungsgangsystems
wenig morphologische Veranderungen auf.

3.2.3 Morphologische Beschreibung von Speicheldriisentumoren

Zur morphologischen Untersuchung humaner beta-Defensine in Tumoren der
Speicheldriuse wurde das pleomorphe Adenom der Glandula parotis und das
adenoidzystische Karzinom der kleinen Speicheldrise der Wange bzw. der Glandula

submandibularis immunhistochemisch ausgewertet.
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3.2.3.1 Morphologische Beschreibung des Pleomorphen Adenoms

Das pleomorphe Adenom der Glandula parotis zeigte uUberwiegend epitheliale
Zellkomplexe, die sich durch eine unscharfe Begrenzung zu den umgebenden
Stromaarealen charakterisieren lielen. Zum Teil konnten zystische, gangartige

Strukturen mit zentralen Keratinisierungen lokalisiert werden (siehe Abbildung 8).

Abbildung 8

HE-Farbung des pleomorphen Adenoms der Glandula parotis. Uberwiegend epitheliale
Zellkomplexe (B) wurden identifiziert. In vereinzelten zystischen Formationen dieser
Zellkomplexe konnten eingeschlossene, zentrale Keratinisierungen beobachtet werden (A).
(Vergrolerung 20fach)

3.2.3.2 Morphologische Beschreibung des Adenoidzystischen Karzinoms

Das adenoidzystische Karzinom der kleinen Speicheldrise der Wange war vorwiegend
aus soliden Zellnestern aufgebaut, die durch vereinzelte kleine glandular-cribriforme
Zellnester durchsetzt waren. Die zystischen Hohlraume bestanden aus eosinophilem,
hyalinem Zellmaterial. Die kleinzelligen Tumorzellen enthielten wenig Zytoplasma und
wurden durch einen kompakten Zellkern charakterisiert (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9

HE-Farbung des adenoidzystischen Karzinoms der kleinen Speicheldrise der Wange. In dem
vorliegenden Praparat herrschte Gberwiegend der solide Subtyp vor (A). Einzelne Zellnester
wurden durch glandular-cribriforme Zellformationen durchsetzt (B), die im Inneren hyalines,

eosinophiles Material enthielten (C). (Vergréferung 20fach)

3.3 Expression humaner beta-Defensine
3.3.1 Expression des humanen beta-Defensin-1
Die Expression des humanen beta-Defensin-1 konnte in gesunder, bestrahlter sowie

entzindlich und tumords veranderter Speicheldriise dargestellt werden.

3.3.1.1 Expression des humanen beta-Defensin-1 in gesunder Speicheldriise

Als Expressionsort des humanen beta-Defensin-1 konnten ausschliel3lich die
Epithelzellen des Ausfuhrungsgangsystems identifiziert werden. Ser6se und mukdse
Azinuszellen zeigten keine Immunreaktion. Als Grenze der Proteinexpression wurde der
Ubergang der Azinuszellen in die isoprismatischen Epithelzellen der Schaltstiicke
beobachtet. Die Immunreaktion zeigte eine starke Intensitat und verteilte sich
gleichmaRig innerhalb der Epithelzelle. Vereinzelte Proteincluster hoben sich von der
Grundfarbung ab (siehe Abbildung 10). Weiterhin lie} sich das humane beta-Defensin-1
in Endothelzellen der Blutgefal3e und in Makrophagen darstellen.
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Abbildung 10

Immunhistochemische Darstellung des humanen beta-Defensin-1 in den Epithelzellen der

Streifenstucke der gesunden Glandula submandibularis (A). (Vergréferung 40fach)

3.3.1.2 Expression des humanen beta-Defensin-1 in bestrahlter Speicheldriise
In den Schalt- und Streifensticken der bestrahlten Glandula submandibularis lieRen sich
morphologische Veranderungen erkennen. Die degenerierten Epithelreste der Schalt-

und Streifenstiucke zeigten eine schwache Immunreaktion fur das humane beta-

Defensin-1.

Immunreaktion gezeigt werden (siehe Abbildung 11).

Im Lumen der Ausfuhrungsgange konnte ebenfalls eine positive
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Abbildung 11

Darstellung der immunhistochemischen Farbung humaner beta-Defensine-1 in bestrahlter
Glandula submandibularis. Neben degenerierten Epithelzellen (A) konnten Entziindungszellen
(B) im interstitiellen Bindegewebe identifiziert werden. Einige Epithelzellen zerfielen, so dass nur

noch die Basalmembran erhalten blieb (C). (Vergréferung 40fach)

3.3.1.3 Expression des humanen beta-Defensin-1 in entziindlich veranderter
Speicheldriise

Die Immunreaktion in der entzindlich veranderten Glandula submandibularis zeigte eine

mittlere Intensitat. Die zytoplasmatische Immunreaktion wies eine apikale Polaritat

innerhalb der Streifenstickepithelzellen auf. Das heisst, es konnte eine verstarkte

luminale Immunreaktion beobachtet werden. Dieses Reaktionsmuster spiegelte sich in

allen Abschnitten des Ausfuhrungsgangsystems wider (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12
Darstellung der Expression des humanen beta-Defensin-1 in der entzindeten Glandula

submandibularis. Es konnte eine polare Immunreaktion dargestellt werden (A). (VergréRerung
40fach)

3.3.1.4 Expression des humanen beta-Defensin-1 in Speicheldriisentumoren

3.3.1.4.1 Expression des humanen beta-Defensin-1 im Pleomorphen Adenom

Das humane beta-Defensin-1 konnte im pleomorphen Adenom der Glandula parotis
dargestellt werden. Dabei wurden unterschiedlich starke, fokale Immunreaktionen
innerhalb der epithelialen Tumorzellen lokalisiert (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13

Immunhistochemische Darstellung des humanen beta-Defensin-1 im pleomorphen Adenom der

Glandula parotis.

Immunfarbung innerhalb einer schwarmartigen Anordnung im bindegewebigen Stroma (A). Fur

vereinzelte spindelférmige Zellen (B) konnte keine Immunreaktion nachgewiesen werden.

(Vergrolerung 40fach)

3.3.1.4.2 Expression des humanen beta-Defensin-1 im Adenoidzystischen

Karzinom

Das humane beta-Defensin-1 konnte in den

adenoidzystischen Karzinoms identifiziert werden. Dabei liel3 sich eine fokale Verteilung

der Immunreaktion zeigen (siehe Abbildung 14).

epithelialen

Die epithelialen Tumorzellen zeigten eine unterschiedliche,

Tumorzellen
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Abbildung 14

Immunhistochemische Darstellung des humanen beta-Defensin-1 im adenoidzystischen
Karzinom der kleinen Speicheldrise der Wange. Es konnten fokal unterschiedliche
Immunreaktionen der epithelialen Tumorzellen dargestellt werden (A). Zusatzlich lielen
vereinzelte Zellkerne eine positive Immunreaktion fir hBD-1 erkennen (B). Fir Komponenten
der interzelluldren Matrix wurden keine positiven Immunreaktionen festgestellt (C).

(Vergrolerung 40fach)

3.3.1.5 Vergleich der Expression des humanen beta-Defensin-1 in gesunder,
bestrahlter, entziindlich und tumords veranderter Speicheldriise
Die Expression des humanen beta-Defensin-1 konnte in gesunder, bestrahlter und
entzundlich veranderter Speicheldrise sowie in Tumoren der Speicheldrise dargestellt
werden. Die Immunfarbung wurde ausschliedlich in den Epithelzellen lokalisiert. Die
Azinuszellen zeigten keine Immunreaktion. Daruber hinaus konnten in Makrophagen
und Gefallendothelzellen eine Expression von hBD-1 gezeigt werden. Die Auswertung
der relativen mittleren Grauwerte fur die Immunreaktion von hBD-1 zeigte, dass
signifikante Unterschiede innerhalb der Gruppe der bestrahlten Speicheldrisen (p =
0.005) messbar waren. Der Vergleich der Gruppen untereinander demonstrierte eine

starkere Immunreaktion in den Streifensticken der gesunden Speicheldrise als in der
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bestrahlten Speicheldrise. Die dargestellten Unterschiede waren jeweils von den
verschiedenen Donoren abhangig (siehe Abbildung 15). In der entzundlich veranderten
Speicheldruse zeigte sich zudem eine polare Verteilung von hBD-1 innerhalb des
Zytoplasmas der Epithelzelle. Apikal der Zellkerne liel3 sich somit eine verstarkte
Immunreaktion darstellen.

p = 0,005
B3 s A
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Abbildung 15

Vergleich der Expression des humanen beta-Defensin-1 in gesunder und bestrahlter Glandula

submandibularis. In der gesunden Speicheldrise zeigte sich eine gréRere Proteinexpression als
in der bestrahlten.

3.3.2 Expression des humanen beta-Defensin-2
Die Expression des humanen beta-Defensin-2 konnte in gesunder, bestrahlter sowie

entzuandlich und tumords veranderter Speicheldruse dargestellt werden.
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3.3.2.1 Expression des humanen beta-Defensin-2 in gesunder Speicheldriuse
Die Schalt- und Streifensticke der gesunden Speicheldrise zeigten eine kaum
erkennbare Immunreaktion fur das humane beta-Defensin-2 (siehe Abbildung 16).

T A

i T}

e Vv

Abbildung 16

Immunhistochemische Darstellung des humanen beta-Defensin-2 in der gesunden Glandula
submandibularis. Die Epithelzellen lieRen eine sehr geringe Expression erkennen (A).
(Vergroferung 40fach)

3.3.2.2 Expression des humanen beta-Defensin-2 in bestrahlter
Speicheldruse

Die Epithelzellen der Ausfuhrungsgange der bestrahlten Speicheldrise zeigten eine
schwache Immunreaktion. Eine polare Verteilung zum Lumen hin war erkennbar.
Daruber hinaus konnte das Protein in sekretorischen, perinuklearen Vesikeln dargestellt
werden (siehe Abbildung 17). Zusatzlich lie3en sich perivaskulare entzundliche Infiltrate
in der Nahe von intra- bzw. interlobularen AusfUhrungsgangen lokalisieren (siehe
Abbildung 18).
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Abbildung 17
Darstellung der immunhistochemischen Reaktion des humanen beta-Defensin-2 in bestrahlter

Glandula submandibularis. Neben einer schwachen apikalen Reaktion (A) konnten starke

Farbungen in perinukledren Vesikeln (B) gezeigt werden. (VergréRerung 40fach)
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Abbildung 18
Darstellung des humanen beta-Defensin-2 eines intralobuldren Ausflihrungsgangs der

bestrahlten Glandula submandibularis (A). In unmittelbarer Nahe der BlutgefalRe (C, D) konnte

ein perivaskulares, entzindliches Infiltrat (B) lokalisiert werden. (Vergréf3erung 20fach)
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3.3.2.3 Expression des humanen beta-Defensin-2 in entziindlich veranderter
Speicheldriise

In der entzundlich veranderten Speicheldrise (Sialolithiasis) lief3 sich eine deutlich

luminale Immunreaktion erkennen. Die Immunfarbung zeigte eine polare Verteilung

innerhalb der Epithelzelle und war apikal der Zellkerne lokalisiert. (siehe Abbildung 19).

Zusatzlich lie® der Vergleich der Intensitat der Immunreaktion in den einzelnen

Abschnitten des Gangsystems eine verstarkte Immunreaktion in proximaleren

Gangabschnitten erkennen (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 19
Immunhistochemische Darstellung des humanen beta-Defensin-2 in entzindlich veranderter
Glandula submandibularis. Eine Iuminale Immunreaktion konnte gezeigt werden (A).

(Vergrolerung 40fach)
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Abbildung 20

Unterschiedliche Intensitdt der Immunreaktion innerhalb einzelner Abschnitte des
Ausfihrungsgangsystems der entziindeten Glandula submandibularis. Im Vergleich zu den
Streifensticken (A) konnte eine verstarkte Proteinexpression fur hBD-2 in den Abschnitten der

intra- bzw. interlobularen Ausflihrungsgange (B) gezeigt werden. (Vergréferung 40fach)

3.3.2.4 Expression des humanen beta-Defensin-2 in Speicheldrisentumoren

3.3.2.4.1 Expression des humanen beta-Defensin-2 im Pleomorphen Adenom

Das humane beta-Defensin-2 konnte im pleomorphen Adenom der Glandula parotis
dargestellt werden. Dabei konnten fokal unterschiedliche Immunfarbungen innerhalb der
epithelialen Tumorzellen lokalisiert werden (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21

Immunreaktion des humanen beta-Defensin-2 im pleomorphen Adenom der Glandula parotis.
Fokal unterschiedliche Intensitaten der Immunreaktion wurden im Zytoplasma der Tumorzellen
(A) dargestellt. Vereinzelt konnten rudimentdre Pseudoduktuli identifiziert werden (B, C).

(Vergrolerung 40fach)

3.3.2.4.2 Expression des humanen beta-Defensin-2 im Adenoidzystischen
Karzinom

Das humane beta-Defensin-2 konnte in den epithelialen Tumorzellen des

adenoidzystischen Karzinoms der kleinen Speicheldrise der Wange dargestellt werden.

Dabei lieRen sich Areale mit einer sehr schwachen und deutlich starkeren

Immunreaktion erkennen (siehe Abbildung 22).
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Abbildung 22

Immunhistochemische Darstellung des humanen beta-Defensin-2 im adenoidzystischen
Karzinom der kleinen Speicheldrise der Wange. Es konnte eine schwache Immunreaktion (B) in
den Tumorzellen festgestellt werden. Wenig vereinzelte Areale lieRen eine starkere Intensitat
erkennen (A). (VergroRerung 40fach)

3.3.2.5 Vergleich der Expression des humanen beta-Defensin-2 in gesunder,
bestrahlter, entziindlich und tumords veranderter Speicheldriise

Die Expression des humanen beta-Defensin-2 konnte in gesunder, bestrahlter und
entzundeter Speicheldrise sowie in Tumoren der Speicheldrusen identifiziert werden.
Das Prinzip einer luminalen Proteinexpression von hBD-2 wurde in den Epithelzellen
des Ausfuhrungsgangsystems der entzindeten und bestrahlten Speicheldriuse
beobachtet. Die Auswertung der relativen mittleren Grauwerte fur die Immunreaktion
von hBD-2 zeigte, dass signifikante Unterschiede innerhalb der Gruppe der gesunden (p
= 0,028) sowie der bestrahlten Speicheldrise (p = 0,017) messbar waren. Der Vergleich
der Gruppen untereinander demonstrierte eine starkere Immunreaktion in den
Streifensticken der bestrahlten Speicheldrise als in der gesunden Speicheldrise. Die
dargestellten Unterschiede waren jeweils von den verschiedenen Donoren abhangig
(siehe Abbildung 23).
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Abbildung 23

Vergleich der Expression des humanen beta-Defensin-2 in der gesunden und bestrahlten
Glandula submandibularis. Es konnte eine verstarkte Immunreaktion in der bestrahlten

Speicheldrise gezeigt werden.

3.3.3 Expression des humanen beta-Defensin-3
Die Expression des humanen beta-Defensin-3 konnte in gesunder, radiotherapeutisch

und entzundlich veranderter Speicheldrise sowie in Tumoren der Speicheldrise
dargestellt werden.

3.3.3.1 Expression des humanen beta-Defensin-3 in gesunder Speicheldrise
In drei der vier gesunden Speicheldrisenbiopsien konnte das humane beta-Defensin-3
immunhistochemisch identifiziert werden. Es liel3 sich eine schwache und gleichmalige

Immunreaktion in allen Abschnitten des Ausfuhrungsgangsystems zeigen. Weiterhin
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wurde eine verstarkte Immunfarbung in den Zellkernen aufgefunden (siehe Abbildung
24).
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Abbildung 24

Immunhistochemische Darstellung des humanen beta-Defensin-3 in den Streifensticken der

gesunden Glandula submandibularis. Eine sehr schwache Immunreaktion wurde lokalisiert (A).
(Vergroferung 40fach)

3.3.3.2 Expression des humanen beta-Defensin-3 in bestrahlter

Speicheldriise
Die Schalt- und Streifensticke der bestrahlten Speicheldrise zeigten eine malig starke
Immunreaktion in den Epithelzellen. Es lag eine gleichmaRige Immunreaktion in den
Epithelzellen vor. Weiterhin lieBen sich stark angefarbte perinukleare Vesikel
identifizieren (siehe Abbildung 25).
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Abbildung 25

Darstellung der immunhistochemischen Farbung des humanen beta-Defensin-3 in bestrahlter
Glandula submandibularis. Neben einer verstarkten luminalen Immunreaktion (A) konnten
starker gefarbte perinukledre Vesikel (B) und Sekretreste im Lumen der Ausfuhrungsgéange (C)

dargestellt werden. (VergroRerung 40fach)

3.3.3.3 Expression des humanen beta-Defensin-3 in entziindlich veranderter
Speicheldriuse

In der entzundlich veranderten Speicheldrise konnte eine schwache Immunreaktion

dargestellt werden. Apikal der Zellkerne zeichnete sich eine verstarkte luminale

Expression ab. Vereinzelte kleine perinukledre Vesikel mit verstarkter Immunfarbung

lieRen sich dokumentieren (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 26

Immunhistochemische Darstellung der Expression des humanen beta-Defensin-3 in entzindlich
veranderter Glandula submandibularis. Eine verstarkte luminale Expression konnte gezeigt
werden (A, B). (VergroRerung 40fach)

3.3.3.4 Expression des humanen beta-Defensin-3 in Speicheldriisentumoren

3.3.3.4.1 Expression des humanen beta-Defensin-3 im Pleomorphen Adenom

Das humane beta-Defensin-3 konnte im pleomorphen Adenom der Glandula parotis
dargestellt werden. Dabei lie3 sich eine fokale Verteilung unterschiedlich intensiver
Immunreaktionen im Zytoplasma der epithelialen Tumorzellen zeigen (siehe Abbildung
27).
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Abbildung 27

Darstellung der Immunreaktion des humanen beta-Defensin-3 im pleomorphen Adenom der
Glandula parotis. Es konnte eine starke Immunreaktion unterschiedlicher Intensitat dokumentiert
werden (A, B). Fir eine Vielzahl der gangartigen Formationen wurde eine starke Immunreaktion
beobachtet (C). Bindegewebige Stromaareale lieRen keine Immunreaktion erkennen (D).
(Vergrolerung 40fach)

3.3.3.4.2 Expression des humanen beta-Defensin-3 im Adenoidzystischen
Karzinom

Das humane beta-Defensin-3 konnte im adenoidzystischen Karzinom der kleinen

Speicheldrise der Wange immunhistochemisch dargestellt werden. Dabei lieRen sich

unterschiedlich starke Immunreaktionen im Zytoplasma der Tumorzellen erkennen

(siehe Abbildung 28).
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Abbildung 28
Immunhistochemische Darstellung des humanen beta-Defensin-3 im adenoidzystischen

Karzinom der kleinen Speicheldrise der Wange. Das Zytoplasma der epithelialen Tumorzellen

zeigte eine starke Immunfarbung unterschiedlicher Intensitat (A, B). (Vergréferung 40fach)

3.3.3.5 Vergleich der Expression des humanen beta-Defensin-3 in gesunder,

bestrahlter, entziindlich und tumords veranderter Speicheldriise

Aus der Gruppe der gesunden Speicheldrise lie3 eine Biopsie keine deutliche

Immunreaktion fur hBD-3 erkennen. Die restlichen Proben zeigten eine sehr geringe

Immunfarbung. Die Auswertung der relativen mittleren Grauwerte fur die Immunreaktion

von hBD-3 zeigte, dass signifikante Unterschiede innerhalb der Gruppe der gesunden (p

= 0,002) sowie der bestrahlten Speicheldrise (p = 0,021) messbar waren. Der Vergleich

der Gruppen untereinander demonstrierte eine sta

rkere

Immunreaktion

in den

Streifensticken der bestrahlten als in der gesunden Speicheldrise. Die dargestellten

Unterschiede waren jeweils von den verschiedenen Donoren abhangig (siehe Abbildung

29). Zusatzlich konnte eine luminale Proteinverteilung von hBD-3 in der bestrahlten

Speicheldrise gezeigt werden.
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Abbildung 29
Vergleich der Expression des humanen beta-Defensin-3 in der gesunden und bestrahlten

Glandula submandibularis. Fir die bestrahlte Speicheldrise zeigte sich eine héhere Expression

im Vergleich zur Gesunden.
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3.4 Expression von Interleukin-1 beta

Die Expression von Interleukin-1 beta wurde in gesunder, bestrahlter und entzindeter
Speicheldruse dargestellt.

3.4.1 Expression von Interleukin-1 beta in gesunder Speicheldriise
In allen 4 gesunden Speicheldriusen konnte eine deutliche Immunreaktion festgestellt
werden (siehe Abbildung 30).

Abbildung 30

Immunhistochemische  Darstellung von Interleukin-1  beta in gesunder Glandula
submandibularis. Die Schalt- und Streifensticke zeigten eine moderate, gleichmalige
Immunreaktion (A). Zuséatzlich wurde eine Immunreaktion in den Azinuszellen identifiziert (B).

(Vergrolerung 40fach)

3.4.2 Expression von Interleukin-1 beta in entziindeter Speicheldriise

Die Immunreaktion der entzindlich veranderten Speicheldrise zeigte eine starke
Farbung. Eine verstarkte Reaktion apikal der Zellkerne zum Lumen hin zeichnete sich
ab (siehe Abbildung 31).
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Abbildung 31
Immunhistochemische Darstellung von Interleukin-1 beta in entzindeter Glandula
submandibularis. Neben einer gleichmaRig starken Immunreaktion zeichnete sich eine

verstarkte Expression apikal der Zellkerne ab (A). (VergroRerung 40fach)

3.4.3 Expression von Interleukin-1 beta in bestrahlter Speicheldriise

Die Schalt- und Streifensticke der bestrahlten Speicheldrise zeigten eine starke
Immunfarbung in den degenerierten Epithelzellen. Diese konnte gleichmalig in der Zelle
lokalisiert werden.

3.4.4 \Vergleich der Expression von Interleukin-1 beta in gesunder,
bestrahlter und entzindlich veranderter Speicheldriuse

Die Auswertung der relativen mittleren Grauwerte fur die Immunreaktion von Interleukin-
1 beta zeigte, dass signifikante Unterschiede innerhalb der Gruppe der gesunden (p =
0,002) und bestrahlten Speicheldrise (p = 0,021) messbar waren. Der Vergleich der
Gruppen untereinander demonstrierte eine starkere Immunreaktion in den
Streifensticken der bestrahlten als in der gesunden Speicheldrise. Die dargestellten
Unterschiede waren jeweils von den verschiedenen Donoren abhangig (siehe Abbildung
32).
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Abbildung 32

Darstellung der Expression von Interleukin-1 beta in der gesunden und bestrahlten Glandula
submandibularis. Eine verstarkte Immunreaktion von Interleukin-1 beta konnte in der bestrahlten

Speicheldrise gezeigt werden.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen mit Gewebeproben der gesunden,
entzandlichen und radiotherapeutisch veranderten Glandula submandibularis sowie
tumoros veranderter Speicheldrise durchgefuhrt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es,
immunhistochemische Methoden zur Darstellung der humanen beta-Defensine-1, -2, -3
und Interleukin-1 beta zu etablieren. Die Anfertigung der immunhistochemischen
Praparate erfolgte in Anlehnung an die Arbeiten von Go6tz und Mitarbeitern (Gotz et al.,
2006; Gotz et al., 2003; Lossdorfer et al., 2002).

Die Methode der Immunhistochemie stellt eine wichtige unterstitzende MalRnahme in
der morphologischen Analyse von Gewebepraparaten dar. Mit Hilfe der Spezifitat von
Antikorpern kann sowohl das Vorhandensein als auch die Verteilung von Antigenen
(z.B. Proteinen) histologisch im Durchlichtmikroskop sichtbar gemacht werden. In
Vorversuchen wurde mittels einer Verdinnungsreihe die optimale Konzentration von
jedem Primarantikorper (hBD-1, -2, -3, IL-1 beta) fur die anschlieRende Immunfarbung
ermittelt. Eine optimale Konzentration des Primarantikorpers wird als diejenige
angesehen, bei der verschiedene interzellulare Farbeintensitaten erkennbar werden und
eine unspezifische Hintergrundanfarbung ausgeschlossen werden kann (Grube, 2004).
Aus diesem Grund ist die Verwendung von hoheren Antikorperverdinnungen zur
Bestimmung der optimalen Antikorperkonzentration zu bevorzugen (Grube, 2004).
Unspezifische  Antikorperreaktionen  beeinflussen den  Kontrast bzw. die
Interpretierbarkeit der spezifischen Immunreaktionen maf3geblich. Als Ursache kdnnen
zu hohe Konzentrationen des Primarantikorpers, ausgedehnte Inkubationszeiten,
Antigendiffusionen in die Umgebung oder ungenugend entparaffinierte Gewebeschnitte
in Betracht kommen (Denk, 1999; Dinges, 2002). Um verlassliche Interpretationen der
Ergebnisse zu erzielen, wurden bei jedem Versuchsdurchgang Positiv- und
Negativkontrollen mitgefuhrt. Eine Positivkontrolle (Kontrollschnitt) stellt einen
Gewebeschnitt dar, in dem eine positive Immunreaktion mit dem Zielantigen dargestellt
werden konnte. |dealerweise sollte eine Positivkontrolle eine Immunreaktivitat mit stark
reagierenden und schwach reagierenden antigenen Strukturen aufweisen. Im

Zweifelsfall sollten schwach reagierende Antigene stark reagierenden vorgezogen
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werden, um eine spezifische Interpretierbarkeit der Immunreaktion zu ermdglichen
(Dinges, 2002).

Die Expression humaner beta-Defensine hBD-1, -2, und -3 konnte in der Epidermis des
Menschen nachgewiesen werden (Dorschner et al., 2003; Huh et al., 2002; Oren et al.,
2003; Poindexter, 2005; Poindexter et al., 2006). Wahrend fur das humane beta-
Defensin-1 eine perinukleare Verteilung innerhalb der Keratinozytenschichten der
Epidermis der gesunden Haut gezeigt werden konnte, wurde fUr das humane beta-
Defensin-2 das Stratum germinativum und spinosum als Hauptexpressionsort
beschrieben. Das humane beta-Defensin-3 wurde Uberwiegend in dendritischen Zellen
des Stratum spinosum identifiziert (Oren et al., 2003; Poindexter, 2005). In
entzindlichen Veranderungen der Haut konnte zum einen eine verstarkte
Genexpression von hBD-2 und -3 in den Keratinozyten gezeigt werden. Zum anderen
lieRen sich stimulierende Effekte der Defensine auf die Interleukin- und
Chemokinbildung in der Dermis beobachten (Niyonsaba et al., 2007). Aus diesem Grund
dienten Gewebeschnitte der entzundeten, humanen Dermis als Positivkontrolle. Neben
einer deutlichen Immunreaktion in den Keratinozyten konnten Infiltrate von
Entzindungszellen im  subkutanen Bindegewebe identifiziert werden. Die
Negativkontrolle diente der Abschatzung der spezifischen Immunreaktion und einer
unspezifischen  Hintergrundreaktion (Spezifitatskontrolle). In  der praktischen
Durchfuhrung wurde der Primarantikorper durch eine nicht reagierende Substanz (PBS)
ersetzt. Auf diese Art und Weise konnten falsch positive Reaktionen ausgeschlossen
werden.

Die qualitative Analyse immunhistochemischer Farbungen beruht auf der Beschreibung
der anatomischen Verteilung der Immunreaktion innerhalb der Zelle oder eines
Gewebes, auf der Einschatzung und dem Vergleich unterschiedlicher Farbeintensitaten,
bzw. auf der Definition von Schwellenwerten einzelner Farbeintensitaten (Seidal et al.,
2001). Diese Grenzwerte bestimmen eine Schwellenfarbung, die eine positive
Immunreaktion von einer Negativen abgrenzt. Mit Hilfe dieser Definition kann
anschlieend eine eindeutige Zuordnung zwischen einer positiven und negativen
Immunreaktion vorgenommen werden, welche die Grundlage fur weiterfUhrende
Auswertungen darstellt. Neben diesen qualitativen Auswertungsmaoglichkeiten konnen

quantitative Bestimmungen des Antigengehaltes vorgenommen werden. Quantitative
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Analysen von Antigenmengen fluhren zu Ergebnissen mit semiquantitativem Charakter
(Grube, 2004). Aufgrund fehlender Standards in der praktischen Durchfihrung der
histochemischen Technik nehmen unterschiedliche Faktoren Einfluss auf die
Interpretierbarkeit von Immunreaktionen (Seidal et al., 2001). Zu diesen Faktoren zahlen
Unterschiede in der Gewebefixierung, in der Einbettmethode, Einzelheiten im
Farbeprotokoll oder eine individuelle Deutung der angefertigten Immunfarbung.
Semiquantitative Auswertungen konnen zum einen durch einen relativen Vergleich von
Farbeintensitaten untereinander und zum anderen durch eine Auszahlung positiver

Reaktionen innerhalb eines definierten Gewebeareals erfolgen (Seidal et al., 2001).

Der Speichel des Menschen enthalt eine Vielzahl unterschiedlicher antimikrobiell
wirkender Peptide, die durch ein synergistisches Zusammenwirken einen
entscheidenden Beitrag zur Gesunderhaltung oraler Gewebe leisten. Darunter sind
niedermolekulare, kationische Peptide in den Mittelpunkt des Interesses geruckt, die
sich zum einen durch eine direkte antimikrobielle Wirkungsweise, zum anderen durch
ihre Funktion als Effektormolekule bzw. Bindeglied zwischen der angeborenen und
erworbenen Immunabwehr auszeichnen (Devine, 2003). Hierzu zahlen Histatine, das
humane Cathelicidin (LL-37) und Defensine (Abiko et al., 2003; Murakami et al., 2002;
Van Nieuw Amerongen et al., 2004).

Die erste Untersuchung bezog sich auf die Expression des humanen beta-Defensin-1 in
der Glandula submandibularis bzw. tumorésen Veranderungen der kleinen
Speicheldruse der Wange, der Glandula parotis sowie der Glandula submandibularis.
Die Expression konnte in allen Proben festgestellt werden und beschrankte sich
ausschlieBlich auf die Epithelzellen der Schalt- und Streifenstliicke bzw. der intra- und
interlobularen  Ausfuhrungsgange. Der Vergleich der gesunden Glandula
submandibularis mit den Proben der bestrahlten Speicheldrise lie3 eine verstarkte
Immunreaktion in der gesunden Speicheldrise erkennen. Fiur das humane beta-
Defensin-1 wurde eine konstitutive mRNA-Expression in der Speicheldrise bzw. in den
Epithelzellen oraler Gewebe beschrieben (Bensch et al., 1995; Dommisch et al., 2005a;
Harder et al., 1997; Krisanaprakornkit et al., 1998; Mathews et al., 1999). Im Gegensatz
zu gesunden Geweben konnte eine verminderte Genexpression von hBD-1 bei

entzundlichen Prozessen gezeigt werden (Islam et al., 2001; Wehkamp et al., 2003).
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Weitere Studien konnten belegen, dass neben pathogenen Mikroorganismen auch
strahlentherapeutische Anwendungen als Ursache fur entzindliche Vorgange in der
Speicheldruse angesehen werden konnen (Guchelaar et al., 1997; Stephens et al.,
1991; Takeda et al., 2003). Somit kann eine geringere Expression von hBD-1 in der
bestrahlten Speicheldrise mit den Ergebnissen aus der Literatur bestatigt werden.
Vereinzelte Schalt- und Streifenstiucke bzw. Gangepithelzellen der Probe der
entzandlich veranderten Speicheldrise (Sialolithiasis) zeigten eine verstarkte
Proteinexpression von hBD-1 im Vergleich zu den gesunden Proben. Die Immunreaktion
lie® eine luminale und somit polare Proteinverteilung innerhalb der Epithelzelle
erkennen. Anhand dieses Erscheinungsbildes konnte die Bedeutung und Funktion
humaner beta-Defensine in der Speicheldrise veranschaulicht werden. Zum einen kann
die Hypothese unterstutzt werden, dass durch die Sekretion dieser Peptide dem
Speichel eine weitere antimikrobielle Wirkkomponente hinzugefugt wird. Zum anderen
bietet das Ausfuhrungsgangsystem einen Ausbreitungsraum fur aufsteigende infektiose
Vorgange der Mundhohle, so dass diese Peptide auch in der Speicheldrise durch die
Formation einer lokalen, chemischen Barriere der Invasion von pathogenen
Mikroorganismen entgegentreten konnen. Diese Funktion humaner beta-Defensine wird
durch die Tatsache unterstiitzt, dass die Grenze der Proteinexpression am Ubergang
der Epithelzellen der Schaltsticke in die Azinuszellen festgestellt werden konnte. Die
Beteiligung von bakteriellen Mikroorganismen an der Entstehung und Unterhaltung von
entzundlichen Vorgangen der Sialolithiasis wurde in der Literatur beschrieben (Madani
et al., 2006; Marchal et al., 2003; Marchal et al., 2001; Teymoortash et al., 2002). Diese
Ergebnisse wurden von Sahasrabudhe und Mitarbeiter ebenfalls beschrieben
(Sahasrabudhe et al., 2000).

Fir das humane beta-Defensin-1 konnte eine Assoziation mit Muzinen in der
Speichelflussigkeit festgestellt werden (Sahasrabudhe et al., 2000). Muzine stellen
hochmolekulare, anionische Makromolekule dar und konnen mit niedermolekularen,
kationischen Peptiden wie zum Beispiel hBD-1 elektrostatische Wechselwirkungen
eingehen. Dies hat zur Folge, dass diese Peptide vor einem proteolytischen Abbau
(Proteasen) geschutzt werden und die Adharenz auf unterschiedlichen Oberflachen wie
zum Beispiel der Mundschleimhaut unterstutzt wird. Durch die zusatzliche Eigenschaft

der Muzine, sich mit Bakterien zu Aggregaten zusammenzulagern, konnen diese
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kationischen Peptide mit einer groReren Effektivitat ihrer antimikrobiellen Wirkung
nachkommen (Sahasrabudhe et al., 2000).

In dem Praparat des adenoidzystischen Karzinoms der kleinen Speicheldrise der
Wange konnte in vereinzelten Zellkernen eine Immunreaktion fur den Antikorper gegen
hBD-1 festgestellt werden. Studien haben gezeigt, dass humane beta-Defensine
zytokin-ahnliche Mediatorwirkungen auf Epithelzellen und Odontoblasten-ahnliche
Zellen besitzen konnen (Dommisch et al., 2007a; Niyonsaba et al., 2007). Diese
Untersuchungen demonstrierten eine Erhdhung der Gen- und Proteinexpression pro-
inflammatorischer Mediatoren (IL-6, IL-8) als Reaktion auf die Stimulation mit
rekombinant hergestellten humanen beta-Defensinen (Dommisch et al., 2007a;
Niyonsaba et al., 2007). Des Weiteren konnte in Makrophagen und GefalRendothelzellen
eine positive Immunreaktion fur hBD-1 lokalisiert werden. Eine mRNA Expression der
humanen beta-Defensine-1 und -2 in Makrophagen konnte in der Vergangenheit
dokumentiert werden (Duits et al., 2002). Neben dieser lokalen Wirkungsweise konnten
allerdings auch chemotaktische Eigenschaften dieser Peptide zu den Zellen der
erworbenen Immunabwehr festgestellt werden (Yang et al., 1999; Oppenheim et al.,
2003). Durch diese Zusammenhange wird deutlich, dass humane beta-Defensine neben
der Fahigkeit der Rekrutierung von Zellen der erworbenen Immunabwehr zum

Entzindungsort auch zu einer vermehrten Ansammlung der Defensine selbst beitragen.

In dieser Arbeit konnte erstmals die Expression des humanen beta-Defensin-2 in der
Glandula submandibularis bzw. tumords veranderter Speicheldruse
immunhistochemisch identifiziert werden. Dabei zeigten die Proben der bestrahlten und
entzundlich veranderten Speicheldrise eine starkere Immunreaktion als die gesunden
Proben. Die therapeutische Anwendung ionisierender Strahlen fuhrt zu entzindlichen
Veranderungen des Speicheldrisenparenchyms (Dreyer et al., 1989). Fur das humane
beta-Defensin-2 konnte eine induzierbare Genexpression in entzundlichen Geweben
gezeigt werden (Jang et al., 2004; Krisanaprakornkit et al., 2000; Shin et al., 2004,
Harder et al., 1997; Hao et al., 2001; Harder et al., 2000; Lehrer, 2004; Liu et al., 2002).
Der Vergleich der Immunreaktion der Schalt- und Streifensticke mit den intra- und
interlobularen Ausfuhrungsgangen in der entzindeten Speicheldruse lie® eine verstarkte
luminale Reaktion von hBD-2 in den Ausfuhrungsgangen erkennen. Diese Beobachtung
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lasst die Vermutung zu, dass retrograde bzw. aufsteigende Infektionen aus der
Mundhohle zu einer Erhohung der hBD-2 Expression in proximaleren Gangabschnitten
fuhren. Diese Tatsache gewinnt vor allem dann an Bedeutung, wenn man
bericksichtigt, dass die Ausbreitung von aufsteigenden Infektionen bis hin zu den
Azinuszellen und daruber hinaus stattfinden kann. In der Probe der Sialolithiasis konnte
entsprechend der Immunreaktion fur hBD-1 ebenfalls eine luminale Proteinverteilung fur
hBD-2 dargestellt werden. Eine grolRere Auswahl an Proben sollte allerdings
ausgewertet werden, um die interindividuelle Streuung zu minimieren.

Ebenso wie hBD-2 konnte auch das humane beta-Defensin-3 erstmals
immunhistochemisch in der gesunden, entzindeten, bestrahlten Glandula
submandibularis bzw. tumords veranderter Speicheldrise dargestellt werden. Im
Vergleich zur gesunden Speicheldrise wurde eine hohere Expression von hBD-3 in der
bestrahlten Speicheldrise festgestellt. Fur dieses Protein wurde ebenfalls eine
induzierbare Genexpression in der Literatur beschrieben (Harder et al., 1997; Kawauchi
et al.,, 2006; Harder et al., 2001). Im Unterschied zu hBD-2, konnte fur hBD-3 ein
grol3eres Wirkspektrum gegenuber grampositiven und gramnegativen Bakterien ermittelt
werden (Harder et al., 2001). Durch die Einwirkung ionisierender Strahlen konnten
morphologische Veranderungen in der bestrahlten Speicheldrise beobachtet werden.
Strahlentherapeutische MalRnahmen sind mit akuten bzw. langfristigen Veranderungen
und Nebeneffekten auf das Drusenparenchym verbunden (Seifert, 1996). Als akute
Nebenwirkung treten innerhalb weniger Tage eine verminderte Speichelflussrate mit den
Folgen der Mundtrockenheit (Xerostomie), entzundliche Veranderungen der
Mundschleimhaut (Mukositis), Geschmacksverlust sowie eine erhohte Inzidenz von
Candidainfektionen auf (Andrews und Griffiths, 2001; Guchelaar et al., 1997; Jham und
da Silva Freire, 2006; Redding et al., 2004).

Als Grund fur die kurzfristig auftretende Verminderung der Speichelsekretion wird eine
Zerstorung der Zellmembran der Azinuszellen angesehen. Die Einwirkung ionisierender
Strahlen auf Wassermolekule begunstigt die Entstehung von freien Radikalen (Konings
et al.,, 2005). Durch weitere Radikalbildungen wird eine Kettenreaktion ausgelost, die
letztendlich zu einer Zerstorung der Zellmembran der Azinuszellen flhrt. Durch diese
Prozesse werden zellulare Signaltransduktionskaskaden unterbrochen und die
Sekretion des Primarspeichels gestort (Konings et al.,, 2005). Als langfristige,
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persistierende Dauerschaden werden histomorphologische Veranderungen und
Degenerationen des Drusenparechyms beobachtet, die von der Strahlendosis, der
Fraktionierung und der Lage der Speicheldrise im Strahlenfeld abhangen (Seifert, 1996;
Vissink et al.,, 2003). In der bestrahlten Speicheldrise konnten stark degenerierte
Azinuszellen und ausgepragte Gangproliferationen identifiziert werden, die durch
dysplastische Epithelzellen mit atypisch vergroRerten Zellkernen gekennzeichnet waren.
Sullivan und Mitarbeiter konnten in histologischen Untersuchungen von Biopsien der
chemoradiotherapeutisch behandelten Glandula submandibularis ahnliche
morphologische Veranderungen dokumentieren (Sullivan et al., 2005). Als weitere
Beobachtung kann hervorgehoben werden, dass die Epithelzellen des Gangsystems im
Vergleich zu den Azinuszellen eine gro3ere Resistenz gegenuber ionisierender Strahlen
aufwiesen. Untersuchungen des Zytokeratinskeletts von Gangepithelzellen der Glandula
submandibularis lie3en eine verstarkte Immunreaktion in bestrahlten Biopsien erkennen
(Sullivan et al., 2005). Zytokeratin stellt ein Intermediarfilament dar, das zum einen dem
Struktur- und Formerhalt der Zelle dient, zum anderen aber auch intrazellulare,
vesikulare Transportfunktionen Ubernimmt (Bartel-Friedrich et al., 2000). Die verstarkte
Expression dieser Filamente tragt zu einer erhohten Strahlenresistenz der
Gangepithelien gegenuber den Azinuszellen bei. Darlber hinaus fuhren ionisierende
Strahlen zu irreversiblen Schadigungen der DNA von Progenitor- und Stammzellen, so
dass die Regeneration der sezernierenden Drusenepithelien unterbleibt (Nagler, 2002).
Zusatzlich kann die Degeneration der Blutgefalle, des Nervengewebes und eine
zunehmende Fibrosierung des interstitiellen Bindegewebes zu unterschiedlich
ausgepragten Funktionsverlusten des Drusenparenchyms fuhren.

Des Weiteren konnten in der radiotherapeutisch veranderten Speicheldrise periduktale,
lymphozytare Infiltrate als Zeichen einer akuten oder chronischen Entzundung lokalisiert
werden. Teymoortash und Mitarbeiter haben die Lymphozyteninfiltrate der entzindlich
veranderten Speicheldrise naher untersucht. Sie konnten ein vermehrtes Auftreten von
CD4-T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und Plasmazellen zeigen (Teymoortash et al.,
2004). In einer weiteren Studie mit Biopsien der bestrahlten Glandula submandibularis
konnte zusatzlich eine verstarkte Infiltration von zytotoxischen T-Lymphozyten
nachgewiesen werden (Teymoortash et al., 2005). Lau und Mitarbeiter konnten einen
Zusammenhang zwischen antimikrobiellen Peptiden (Cathelicidin LL-37) und der
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Apoptose in Epithelzellen zeigen (Lau et al., 2006). Dartber hinaus wurden zytotoxische
Einflusse von hBD-3 in der Literatur beschrieben (Ganz, 2003; Lehrer, 2004; Sakamoto
et al., 2005). Diese Zusammenhange lassen eine verstarkte Immunreaktion von hBD-3
in der entzindlich und radiotherapeutisch veranderten Speicheldrise vermuten, da eine
Beteilung von hBD-3 an der Abwehr von Mikroorganismen bzw. an Apoptosevorgangen
angenommen werden kann.

Fir das humane beta-Defensin-1 und -2 wurde eine verminderte Aktivitat unter
physiologischen lonenkonzentrationen, wie sie im Blutserum oder Ultrafiltraten
vorliegen, festgestellt (Schroder und Harder, 2006). Als Grund wird eine elektrostatische
Wechselwirkung der positiven Ladungen der Defensine mit gelosten lonen diskutiert
(Pazgier et al.,, 2006). Somit konnen humane beta-Defensine eine verstarkte
antimikrobielle Wirkung auf Epitheloberflachen der Haut und Mundschleimhaut sowie in
der hypotonen Speichelflissigkeit der Mundhohle ausuben. Im Unterschied zu hBD-2
wurde flr das humane beta-Defensin-3 eine uneingeschrankte antimikrobielle
Wirksamkeit auch unter physiologischen lonenkonzentrationen ermittelt (Lehrer, 2004).
Zusammen mit einem allgemein groReren Wirkspektrum gegenuber grampositiven und
gramnegativen Mikroorganismen kann es als wirksamstes der drei beta-Defensine
angesehen werden und rechtfertigt so die verstarkte Immunreaktion von hBD-3 in
entzuandlich und radiotherapeutisch veranderter Speicheldrise. Allerdings sollten weitere

Proben ausgewertet werden, um die interindividuelle Streuung zu minimieren.

Eine Proteinexpression von Interleukin-1 beta konnte sowohl in den Gangepithelzellen
als auch in den Azinuszellen der gesunden, entzundeten und radiotherapeutisch
veranderten Speicheldruse lokalisiert werden. Als proinflammatorisches Zytokin stellt es
eine bedeutende Rolle als Mediatormolekul zwischen der angeborenen und erworbenen
Immunabwehr dar. Die Expression von Interleukin-1 beta in der Speicheldrise wurde in
der Literatur beschrieben (Cauli et al., 1995). Im Vergleich zur gesunden Speicheldrise
lield sich eine verstarkte Immunreaktion in der bestrahlten Speicheldrise beobachten.
Eine vermehrte Genexpression von Interleukin-1 beta konnte in der entzindeten bzw.
radiotherapeutisch veranderten Speicheldrise gezeigt werden (Takeda et al., 2003).
Ahnlich wie fur die humanen beta-Defensine konnte auch fiir Interleukin-1 beta eine

polare, luminale Proteinverteilung innerhalb der Epithelzellen in entziundlich und
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radiotherapeutisch veranderter Speicheldrise gezeigt werden. Yao und Mitarbeiter
konnten daruber hinaus in einem Mausmodell nachweisen, dass der Kontakt mit
Lipopolysacchariden gramnegativer Bakterien zu einer erhohten Expression und
Sekretion von Interleukin-1 beta in den Speichel fuhrt (Yao et al., 2005). Somit kann ein
Zusammenhang zwischen einer erhohten Genexpression von Interleukin-1 beta und den
humanen beta-Defensinen-2 und -3 und einer verstarkten Immunreaktion dieser Peptide
tendenziell hergestellt werden.

Fur den semiquantitativen Vergleich der Expression der humanen beta-Defensine-1, -2,
-3 und Interleukin-1 beta wurden aus den Gruppen der gesunden, entzindeten und
bestrahlten Glandula submandibularis jeweils 2 Proben ausgewahlt und mit Hilfe der
Computersoftware AxioVision® weitergehend analysiert. In den Praparaten der
benannten Gruppen wurden jeweils 10 Schalt- und Streifenstiicke fur die fotografische
Auswertung bestimmt und unter standardisierten Bedingungen fotografiert. Szeszel und
Mitarbeiter haben Richtlinien fur die quantitative Bildanalyse entwickelt, um variable
Parameter der Kamera- und Mikroskopeinstellungen zu minimieren und reproduzierbare
Messergebnisse zu ermoglichen (Szeszel et al., 2005). Dabei sollten die Parameter wie
Lichtintensitat, Ausrichtung der Beleuchtungsquelle, die Belichtungszeit oder der
kunstliche Lichteinfall von auflen wahrend der Anfertigung von Messaufnahmen
konstant gehalten und flr =zusatzliche Aufnahmen dokumentiert werden.
Computerunterstutzte Bildanalysen immunhistochemischer Farbungen bieten den
Vorteil, dass unterschiedliche Farbwerte der Immunreaktionen genauer erfasst werden
konnen. Mit der Voraussetzung, dass diese Messbilder unter gleichen Bedingungen
aufgenommen werden, kdnnen so kleinere Intensitatsunterschiede in der Farbreaktion
von einem Computerprogramm bestimmt und untereinander effektiver miteinander
verglichen werden. In der Literatur wurden =zahlreiche Anwendungen
softwareunterstutzter Bildanalysen zur semiquantitativen Auswertung
immunhistochemischer Reaktionen beschrieben (Brey et al., 2003; Elie et al., 2003; Lehr
et al., 1997; Lehr et al., 1999; Matkowskyj et al., 2000; Matkowskyj et al., 2003;
Underwood et al., 2001). Vor der Anfertigung der Messbilder wurde eine Kalibrierung
des Kamerasystems nach den genannten Richtlinien durchgefuhrt (Grube, 2004). Dies
beinhaltete auch die Durchfuhrung einer so genannten ,Shading-Korrektur®. Durch
dieses Vorgehen konnten Helligkeitsunterschiede innerhalb der Aufnahmen
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ausgeglichen werden. Eine gleichmallig ausgeleuchtete Messaufnahme ist fur einen
quantitativen bzw. semiquantitativen Bildvergleich von besonderer Bedeutung. Das
Messprogramm AutMess (Automatisches Messen) der AxioVision® Software der Fa.
Zeiss stellt ein auf dem Bildbearbeitungsprogramm Photoshop (Adobe®) basierendes
Computerprogramm dar. Mit Hilfe ahnlicher Funktionen bzw. Bedienelementen kann
eine selektive Erfassung immunhistochemisch gefarbter Bildareale vorgenommen
werden. Jedem Pixel dieser ausgewahlten Flache unterliegt ein Grauwert bzw. eine
Information im Rot-, Grun- oder Blaukanal, die in einem Zahlenwert von der Software
gespeichert wird. Fur diese selektive Markierung ist eine deutliche Immunreaktion von
groRem Vorteil, denn unspezifische Reaktionen mit einer undeutlichen Abgrenzung zum
Hintergrund erschweren die Auswahl des markierten Bereichs und ergeben ungenaue
und schlecht reproduzierbare Messungen. Die Zahlenwerte wurden dokumentiert und
anschlieBend fur statistische Auswertungen herangezogen. Die Vorteile dieser
Auswertungsmoglichkeit immunhistochemischer Reaktionen konnen darin gesehen
werden, dass zum einen auch geringfligige Intensitatsunterschiede miteinander
verglichen werden konnen, zum anderen in der Mdglichkeit, die Ergebnisse grafisch zu
veranschaulichen. Ein zusatzlicher Vorteil besteht darin, dass der Grauwert leicht
ermittelt werden kann, ohne die Messfotos in andere Fotobearbeitungsprogramme (z.B.
Adobe Photoshop) Ubertragen zu mussen. Neben der Bestimmung von
Intensitatsunterschieden kann auch das Verhaltnis zwischen positiver und negativer
Immunreaktionen in einem definierten Zahlfenster ermittelt werden.

Bei diesen Auswertungen sollte allerdings nicht aufder Acht gelassen werden, dass es
sich um semiquantitative Bestimmungen bzw. Einschatzungen des Antigengehaltes
handelt, die in den einzelnen Gruppen ausschlieRlich relativ miteinander verglichen
werden konnen. Weiterhin zeigten sich deutliche intra- und interindividuellen Variationen
fur die einzelnen Immunreaktionen. Aufgrund fehlender Standardisierungsmalinahmen
und Kontrollschnitten mit bekanntem Antigengehalt konnen keine Vergleiche mit
absoluten Antigenmengen untereinander vorgenommen werden. Daher sind die
dargestellten Unterschiede fur die Immunreaktionen humaner beta-Defensine und IL-1
beta als deskriptiv bzw. als Auffalligkeiten zu bewerten. Zahlreiche Einflusse in der
praktischen Durchfuhrung der Immunfarbung wirken sich auf die endgultige Farbung
aus. Grube und Mitarbeiter haben diese einflulnehmenden Faktoren naher untersucht
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und analysiert (Grube, 2004). Dabei konnten die Schichtdicke des histologischen
Praparates, die Verdunnung des Primarantikorpers und die Puffersubstanzen, indem der
Antikorper geldst wird, als entscheidende Faktoren bestimmt werden. Als zusatzlicher
Faktor wurden Variationen in der praktischen Durchfuhrung einzelner Farbdurchgange
ermittelt. Aus diesem Grund kdnnen Intensitatsunterschiede von immunhistochemischen
Reaktionen am besten miteinander verglichen werden, wenn alle Praparate in einem
Durchgang und mit einer Verdinnung des Primarantikorpers angefarbt werden. In
Anlehnung an die Richtlinien von Grube und Mitarbeitern wurden daher alle
Gewebeschnitte der Glandula submandibularis mit ein und demselben
Verdinnungsansatz fur den jeweiligen Primarantikorper inkubiert (Grube, 2004).

Zusammenfassend kann fur die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gesagt werden,
dass Interpretationen der gemessenen mittleren Grauwerte aufgrund individueller
Expressionsvarianzen der untersuchten Proteine erschwert wurden. Hier zeigten die
jeweiligen Donoren einer Gruppe bereits statistisch signifikante Unterschiede. Aus
diesem Grund konnen, trotz der prazisen Messeinstellungen, keine definitiven
Ruckschlusse auf die Expressionsprofile der untersuchten Peptide/Proteine im Vergleich
der Gruppen untereinander gezogen werden. Fur quantitative Analysen mussten

groRere Fallzahlen in die Untersuchung einbezogen werden.

Der Speichel des Menschen stellt eine wichtige Grundlage fur die Aufrechterhaltung
eines Gleichgewichts zwischen einer permanenten mikrobiellen Besiedlung oraler
Gewebe und unterschiedlichen Abwehrleistungen des Korpers dar. Er wird von den
mukosen und serdsen Azinuszellen der Speicheldrisen gebildet und in
Sekretionsvesikeln gespeichert (Aps und Martens, 2005). Die Sekretionsrate unterliegt
sowohl einem zirkadianen Rhythmus als auch einer Regulation durch das autonome,
vegetative Nervensystem. Die Beteiligung der jeweiligen groflen Speicheldrise an der
Speichelproduktion entscheidet Uber die Eigenschaften und Zusammensetzung des
Gesamtspeichels. Unter Ruhebedingungen wird die Hauptproduktion des Speichels von
der Glandula submandibularis Ubernommen. Bei einer Stimulierung der
Speichelsekretion wird die Produktion eines elektrolytreichen, serdsen Speichels der
Glandula parotis verstarkt, so dass die Speichelflissigkeit eine niedrigviskdse
Konsistenz annimmt. Wahrend der Passage durch das Gangsystem erfolgt eine
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Ruckresorption von Natrium-, Chlorid- und Bikarbonationen aus dem Primarspeichel und
eine hypotone Speichelflussigkeit wird in die Mundhohle abgegeben (Aps und Martens,
2005). Unter stimulierten Bedingungen flieRt mehr Speichel durch die
Ausfuhrungsgange und es bleibt weniger Zeit fur eine Ruckresorption von Natrium-,
Chlorid- und Bikarbonationen. Durch diese Vorgange resultiert eine hohere
Bikarbonatkonzentration bzw. eine erhohte Pufferkapazitat im niedrig viskdsen Speichel,
der durch die Neutralisation von bakteriellen Stoffwechselprodukten der
Demineralisation der Zahne entgegenwirkt (Aps und Martens, 2005). Zusatzlich konnen
antimikrobielle Peptide und Proteine, wie Muzine, Lactoferrine, Histatine, Cathelicidine
oder Defensine in der Mundhohle verteilt und zu ihren Wirkorten transportiert werden. In
klinischen Untersuchungen konnte ein Zusammenhang zwischen der Konzentration
antimikrobiell wirkender Peptide in der Speichelflissigkeit und der Kariesinzidenz
beobachtet werden. So konnte gezeigt werden, dass Individuen mit einer erhohten
Konzentration an alpha-Defensinen im Speichel weniger an Karies erkrankten (Dale et
al., 2006; Tao et al., 2005). Die verschiedenen antimikrobiellen Peptide des Speichels
uben ihre antimikrobielle Wirkung zum Teil direkt durch eine Interaktion mit der
Zellmembran der Mikroorganismen aus. Auf Grund gemeinsamer, kationischer
Eigenschaften vieler antimikrobieller Peptide kommt es zu einer Beeinflussung des
Membranpotentials bzw. einem Einbau von permeablen lonenkanalen in die
Phospholipidmembran von Mikroorganismen. Die konstitutive Expression des humanen
beta-Defensin-1 ermoglicht eine Grundabwehr gegenuber pathogenen
Mirkoorganismen, ohne dass Entzindungszeichen in Erscheinung treten (Mathews et
al., 1999). Im Falle von entzundlichen Vorgangen konnen durch eine Hochregulation der
Genexpression der humanen beta-Defensine-2 und -3 weitere antimikrobielle Peptide
mit unterschiedlichen bzw. erganzenden Wirkspezifitaten einer fortschreitenden
infektidsen Invasion von Mikroorganismen entgegentreten. In der Endkonsequenz
konnen durch stimulierende Effekte zum erworbenen Immunsystem zusatzlich zellulare

Abwehrmechanismen aktiviert werden (Oppenheim et al., 2003; Yang et al., 1999).

Humane beta-Defensine wurden bislang in den Epithelzellen der Mundschleimhaut, der
Zunge bzw. den Leukozyten des Gingivalsulkus nachgewiesen (Dale und
Krisanaprakornkit, 2001). Als weiterer Expressionsort des humanen beta-Defensin-1
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konnten die Epithelzellen des Gangsystems der Speicheldrise beschrieben werden. In
der vorliegenden Arbeit konnte erstmals auch die Expression von hBD-2 und -3 in der
gesunden, entzundeten und bestrahlten Glandula submandibularis gezeigt werden. Die
Expression des humanen beta-Defensin-2 wurde bereits von Abiko et al. in
keratiniserten Arealen des plemorphen Adenoms der Speicheldrise nachgewiesen
(Abiko, 2000; Abiko et al., 2003). In den Proben des pleomorphen Adenoms und des
adenoidzystischen Karzinoms konnte die Expression von hBD-2 in der vorliegenden
Arbeit ebenfalls gezeigt werden. Daruber hinaus wurde hBD-3 als weiteres
antimikrobielles Peptid in Tumoren der Speicheldrise dargestellt.

Durch ein synergistisches Zusammenwirken der humanen beta-Defensine mit weiteren
antimikrobiellen Proteinen wird die Gesunderhaltung oraler Gewebe unterstutzt (Devine,
2003). Die grol3e Bedeutung liegt in der Funktion als naturliche Antibiotika, welche die
Membranintegritat der Mikroorganismen auflosen und so eine bakterizide Wirkung
ausuben. Zukunftig konnten ahnlich biologisch aktive Molekile bzw. synthetisch
hergestellte antimikrobielle Peptide entwickelt werden, welche zur Behandlung oraler
Infektionskrankheiten wie zum Beispiel der oralen Kandidose eingesetzt werden konnen
(Kavanagh et al, 2004; Ruissen et al, 2001). Weitere Studien an
Speicheldrusenbiopsien und Speichelproben sind jedoch erforderlich, die zu einem
genaueren Verstandnis Uber das Expressionsmuster und -verhalten sowie der
Wirkungsweise antimikrobieller Peptide der Speicheldrise fuhren. Die Anwendung
synthetisch hergestellter antimikrobieller Peptide konnte in der Tumortherapie im Kopf-
Hals-Bereich neben dem bereits verwendeten ’kiunstlichen Speichel’ (Glandosane,
Xialine) in der Zukunft einen festen Platz einnehmen (Nieuw Amerongen et al., 2003;
Rothstein et al., 2002).
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5. Zusammenfassung

Humane beta-Defensine (hBDs) sind kationische, antimikrobiell wirkende Peptide der
angeborenen Immunabwehr. Die Expression dieser Peptide konnte in den Epithelzellen
unterschiedlicher Gewebe gezeigt werden. Dabei wurde flir das humane beta-Defensin-1
(hBD-1) eine konstitutive Expression nachgewiesen, wohingegen fur humanes beta-
Defensin-2 (hBD-2) und humanes beta-Defensin-3 (hBD-3) eine induzierbare
Genexpression auf entzundliche Reize hin gezeigt werden konnte. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es, immunhistochemische Methoden zur Darstellung der Expression von hBD-1,
-2 und -3 bzw. Interleukin-1 beta (IL-1 beta) in Proben der Speicheldrise zu etablieren.

Es wurden Biopsien der gesunden, bestrahlten und entzindeten Glandula submandibularis
sowie Tumoren der Speicheldrise (Glandula parotis, Glandula submandibularis, kleine
Speicheldrise der Wange) untersucht. Fur die Darstellung der Proteinexpression wurden
histologische Schnitte angefertigt und anschlieBend mit spezifischen Antikorpern gegen
hBD-1, -2, -3 und IL-1 beta immunhistochemisch angefarbt. Durch die Bestimmung des
Grauwertes wurde die Intensitat der immunhistochemischen Reaktion gemessen und semi-
quantitativ ausgewertet.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten die intrazellulare Expression von hBD-1, -2, -3 und IL-1
beta in den epithelialen Zellen der Drisenausfihrungsgange der untersuchten Proben der
Speicheldrise. Fur hBD-1 konnte eine verstarkte Immunreaktion in den Proben der
gesunden im Vergleich zur bestrahlten Speicheldrise dargestellt werden, wahrend die
Immunreaktion von hBD-2 und -3 in den Proben der entzindeten bzw. bestrahlten
Speicheldruse starker war als in der gesunden Speicheldrise. Sowohl fir hBD-2 als auch
fur hBD-3 konnte eine polare, apikale Immunfarbung innerhalb der Epithelzellen des
Ausfuhrungsgangsystems der entzindeten und bestrahlten Speicheldrise dargestellt
werden. In den Proben der tumords veranderten Speicheldrise konnte die Expression von
hBD-1, -2 und -3 innerhalb dysplastischer Epithelzellen gezeigt werden.

Die vorliegende Studie konnte erstmals die Proteinexpression der humanen beta-Defensine-
2 und -3 in den Epithelzellen der gesunden, entzindeten, bestrahlten Speicheldriuse sowie
in Tumoren der Speicheldrise zeigen. Mit der Expression humaner beta-Defensine in den
Gangepithelien koénnten Speicheldrisen eine wichtige Rolle in der angeborenen

Immunabwehr Gbernehmen.
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6. Anhang

6.1 Darstellung der Einzelmesswerte des mittleren Grauwertes
6.1.1 Gesunde Speicheldruse |

humanes beta-Defensin-1

Schalt- oder Anzahl Messungen

Streifenstiick 1 2 3 4 5
1 2120 2126 2125 2135 2125
2 2147 2154 2158 2165 2154
3 2153 2151 2163 2158 2148
4 2143 2121 2126 2132 2137
5 2143 2136 2148 2161 2167
6 2152 2153 2151 2157 2156
7 2176 2173 2181 2179 2178
8 2172 2175 2168 2177 2176
9 2190 2185 2182 2201 2187
10 2132 2132 2136 2133 2138

humanes beta-Defensin-2

Schalt- oder Anzahl Messungen

Streifenstiick 1 2 3 4 5
1 773 773 775 772 770
2 775 774 778 772 770
3 775 770 775 778 773
4 780 769 777 781 772
5 782 771 779 782 775
6 773 785 780 776 779
7 760 764 764 760 763
8 760 764 764 760 763
9 767 771 767 762 765
10 770 75 763 761 766

humanes beta-Defensin-3

Schalt- oder Anzahl Messungen

Streifenstiick 1 2 3 4 5
1 1371 1377 1361 1348 1351
2 1356 1362 1349 1337 1336
3 1407 1411 1387 1395 1414
4 1382 1389 1370 1361 1369
5 1361 1354 1352 1373 1371
6 1378 1371 1365 1387 1387
7 1371 1361 1345 1382 1382
8 1380 1390 1356 1384 1375
9 1379 1391 1390 1373 1383
10 1400 1392 1378 1373 1388
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Interleukin-1 beta

Schalt- oder Anzahl Messungen

Streifenstiick 1 2 3 4 5
1 1371 1377 1361 1348 1351
2 1356 1362 1349 1337 1336
3 1407 1411 1387 1395 1414
4 1382 1389 1370 1361 1369
5 1361 1354 1352 1373 1371
6 1378 1371 1365 1387 1387
7 1371 1361 1345 1382 138
8 1380 1390 1356 1384 1375
9 1379 1391 1390 1373 1383
10 1400 1392 1378 1373 1388

6.1.2 Gesunde Speicheldruse Il

humanes beta-Defensin-1

Schalt- oder Anzahl Messungen

Streifenstiick 1 2 3 4 5
1 2135 2126 2124 2133 2129
2 2161 2149 2140 2154 2138
3 2175 2165 2161 2172 2163
4 2185 2194 2183 2176 2182
5 2157 2164 2154 2147 2152
6 2144 2140 2145 2148 2143
7 2218 2216 2222 2223 2224
8 2207 2205 2211 2210 2203
9 2231 2231 2240 2240 2232
10 2185 2196 2204 2186 2196

humanes beta-Defensin-2

Schalt- oder Anzahl Messungen

Streifenstiick 1 2 3 4 5
1 794 792 802 796 802
2 795 790 798 794 803
3 774 795 783 788 788
4 773 799 780 787 783
5 776 760 746 767 773
6 791 784 772 783 790
7 795 790 777 790 797
8 784 782 766 772 782
9 767 774 758 765 770
10 767 770 754 764 770
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humanes beta-Defensin-3

Schalt- oder Anzahl Messungen

Streifenstiick 1 2 3 4 5
1 1278 1301 1292 1307 1304
2 1292 1312 1296 1306 1318
3 1275 1289 1280 1315 1276
4 1275 1311 1304 1301 1295
5 1302 1316 1296 1306 1307
6 1293 1311 1285 1307 1296
7 1307 1322 1300 1293 1310
8 1315 1309 1305 1310 1316
9 1293 1331 1288 1317 1299
10 1295 1280 1307 1299 1278

Interleukin-1 beta

Schalt- oder Anzahl Messungen

Streifenstiick 1 2 3 4 5
1 1278 1301 1292 1307 1304
2 1292 1312 1296 1306 1318
3 1275 1289 1280 1315 1276
4 1275 1311 1304 1301 1295
5 1302 1316 1296 1306 1307
6 1293 1311 1285 1307 1296
7 1307 1322 1300 1293 1310
8 1315 1309 1305 1310 1316
9 1293 1331 1288 1317 1299
10 1295 1280 1307 1299 1278

6.1.3 Bestrahlte Speicheldrise |

humanes beta-Defensin-1

Schalt- oder Anzahl Messungen

Streifenstiick 1 2 3 4 5
1 2246 2240 2253 2262 2266
2 2176 2165 2180 2197 2203
3 2272 2261 2281 2289 2302
4 2278 2273 2275 2279 2309
5 2273 2270 2273 2268 2272
6 2294 2281 2289 2286 2290
7 2271 2281 2273 2284 2272
8 2264 2253 2270 2292 2265
9 2215 2206 2235 2221 2219
10 2271 2247 2258 2237 2272
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humanes beta-Defensin-2

Schalt- oder Anzahl Messungen

Streifenstiick 1 2 3 4 5
1 745 760 744 758 744
2 756 747 766 761 764
3 760 770 753 755 756
4 757 763 746 750 752
5 760 763 778 783 786
6 784 782 783 770 773
7 787 791 794 778 780
8 770 769 772 767 773
9 766 763 759 762 760
10 779 771 771 773 774

humanes beta-Defensin-3

Schalt- oder Anzahl Messungen

Streifenstiick 1 2 3 4 5
1 1180 1184 1202 1194 1194
2 1186 1181 1204 1198 1200
3 1233 1231 1252 1243 1247
4 1172 1186 1213 1193 1189
5 1221 1229 1218 1181 1208
6 1231 1238 1227 1233 1220
7 1209 1203 1184 1192 1188
8 1233 1205 1196 1197 1221
9 1266 1245 1238 1255 124
10 1234 1255 1241 1246 1235

Interleukin-1 beta

Schalt- oder Anzahl Messungen

Streifenstiick 1 2 3 4 5
1 1180 1184 1202 1194 1194
2 1186 1181 1204 1198 1200
3 1233 1231 1252 1243 1247
4 1172 1186 1213 1193 1189
5 1221 1229 1218 1181 1208
6 1231 1238 1227 1233 1220
7 1209 1203 1184 1192 1188
8 1233 1205 1196 1197 1221
9 1266 1245 1238 1255 124
10 1234 1255 1241 1246 1235




6.1.4 Bestrahlte Speicheldruse Il

humanes beta-Defensin-1

&4

Schalt- oder Anzahl Messungen

Streifenstiick 1 2 3 4 5
1 2375 2358 2383 2371 2364
2 2449 2440 2466 2432 2454
3 2461 2440 2457 2465 2465
4 2413 2409 2421 2406 2411
5 2359 2376 2345 2364 2356
6 2372 2382 2359 2369 2365
7 2377 2392 236 2371 2366
8 2362 2379 2354 2368 2351
9 2369 2393 2373 2389 2387
10 2373 2380 2354 2367 2392
humanes beta-Defensin-2

Schalt- oder Anzahl Messungen

Streifenstiick 1 2 3 4 5
1 776 766 777 768 760
2 778 789 777 774 768
3 784 781 775 792 780
4 780 785 795 778 779
5 796 793 795 790 783
6 784 772 773 785 768
7 771 760 781 759 78
8 780 779 776 775 7735
9 778 777 781 785 795
10 778 777 780 773 785
humanes beta-Defensin-3

Schalt- oder Anzahl Messungen

Streifenstiick 1 2 3 4 5
1 1301 1310 1292 1294 1303
2 1300 1309 1307 1288 1274
3 1293 1314 1286 1304 1305
4 1296 1298 1310 1292 1319
5 1304 1302 1302 1308 1308
6 1274 1264 1290 1281 1297
7 1306 1295 1322 1315 1312
8 1301 1291 1286 1288 1299
9 1306 1309 1313 1288 1302
10 1310 1314 1301 1315 1316
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Schalt- oder Anzahl Messungen
Streifenstiick 1 2 3 4 5

1 1301 1310 1292 1294 1303

2 1300 1309 1307 1288 1274

3 1293 1314 1286 130 1305

4 1296 1298 1310 1292 1319

5 1304 1302 1302 1308 1308

6 1274 1264 1290 1281 1297

7 1306 1295 1322 1315 1312

8 1301 1291 1286 1288 1299

9 1306 1309 1313 1288 1302

10 1310 1314 1301 1315 1316
6.2 Daten aus der deskriptiven Statistik
Gesunde Speicheldriise (Donor I), hBD-1 hBD-2 hBD-3 IL-1 beta
Streifenstiicke (n = 10)
Median 4,64 12,93 2,78 7,23
Minimum 4,57 12,84 2,75 7,13
Maximum 4,70 13,12 2,80 7,42
Standardabweichung 0,04 0,19 0,01 0,08
Gesunde Speicheldriise (Donor ll), hBD-1 hBD-2 hBD-3 IL-1 beta
Streifenstiicke (n = 10)
Median 4,59 12,75 2,87 7,68
Minimum 4,47 12,54 2,79 7,63
Maximum 4,69 13,08 2,97 7,77
Standardabweichung 0,07 0,20 0,05 0,04
Bestrahlte Speicheldriise (Donor ), hBD-1 hBD-2 hBD-3 IL-1 beta
Streifenstiicke (n = 10)
Median 4,40 13,14 3,26 8,25
Minimum 4,37 12,72 3,05 7,47
Maximum 4,58 13,33 3,33 8,39
Standardabweichung 0,07 0,19 0,08 0,28
Bestrahlte Speicheldrise (Donor lIl), hBD-1 hBD-2 hBD-3 IL-1 beta
Streifenstiicke (n = 10)
Median 4,21 12,86 3,33 7,68
Minimum 4,07 12,64 3,24 7,63
Maximum 4,24 13,00 3,59 7,80
Standardabweichung 0,06 0,11 0,09 0,05
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