
Institut für Oralpathologie

des Universitätsklinikums Hamburg – Eppendorf

Prof. Dr. Thomas Löning

Phäno- und genotypische Charakterisierung eines langzeitig rezidivierenden

pleomorphen Adenoms - eine Verlaufsstudie

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Zahnmedizin

dem Fachbereich Medizin der Universität Hamburg vorgelegt von

Claudine Wiedhahn

aus Hamburg

Hamburg 2007



1. Einleitung

1.1. Das pleomorphe Adenom 4

1.2. Pleomorphic adenoma gene 1 (PLAG1) 6

1.3. HMGA 7

1.4. EMMPRIN (CD147) und Fos-related-antigen 2 (Fra-2) 9

1.5. Fragestellung 11

2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Untersuchungsgut 12

2.1.2. Verbrauchsmaterialien und Geräte 13

2.1.3. Chemikalien 14

2.1.4. Lösungen 15

2.2. Methoden

2.2.1. Zellkulturen

2.2.1.1. Anlegen einer Zellkultur 18

2.2.1.2. Pflege der Zellkulturen 18

2.2.1.3. Subkultivierung der Zellen 18

2.2.1.4. Erstellen einer Wachstumskurve 19

2.2.1.5. Einfrieren von Zellen 19

2.2.2. Zytogenetische Methoden

2.2.2.1. Chromosomenpräparation 19

2.2.2.2. G-Banding (Seabright, 1971) 20

2.2.2.3. Karyotypanalyse 20

2.2.3. Vorbereitungen für Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

2.2.3.1. DNA-Isolierung zur Herstellung von DNA-Sonden 20

2.2.3.2. Konzentrationsbestimmung der DNA 21

über Agarosegel-Elektrophorese

2.2.3.3. Indirekte Markierung der DNA-Sonden 22

1

Inhaltsverzeichnis



2

2.2.4. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an Zellen

2.2.4.1. Prä-Hybridisierung 22

2.2.4.2. Denaturierung und Hybridisierung 23

2.2.4.3. Post-Hybridisierung 23

2.2.5. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an Paraffingewebe

2.2.5.1. Vorbehandlung der Objektträger 24

2.2.5.2. Prä-Hybridisierung 24

2.2.5.3. Denaturierung und Hybridisierung 24

2.2.5.4. Post-Hybridisierung 25

2.2.6. Immunhistochemie

2.2.6.1. Immunhistochemischer Nachweis der 

HMGA1-,HMGA2-, CD 147- 

und Fra-2- Expression mit der DAB-Methode 25

2.2.7. Scid-Maus 27

3. Ergebnisse

3.1. Histologie der Rezidive des pleomorphen Adenoms 28

3.2. Zellkulturen

3.2.1. Wachstumsverhalten der Zellen 30

3.2.2. Etablierung  und Charakterisierung einer Zelllinie 31

3.3. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 32

3.3.1. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an Zellen 32

3.3.2. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 

an Paraffingewebe (PLAG1) 33

3.3.3. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 

an Paraffingewebe (Zentromer 17/ HER-2) 34

3.4. Immunhistochemische Untersuchungen

3.4.1. Ergebnisse zur HMGA 1-Expression 35

3.4.2. Ergebnisse zur HMGA 2-Expression 35

3.4.3. Ergebnisse zur CD 147-Expression 35

3.4.4. Ergebnisse zur Fra-2-Expression 36

3.5. Überprüfung des Tumorwachstums 

im Scid-Maus-Modell 36



3

4. Diskussion

4.1. Klinische Daten im Zusammenhang mit dem Auftreten von 

Rezidive des pleomorphen Adenoms 37

4.2. Histologische Merkmale einer malignen Transformation 37

4.3. Etablierung und Charakterisierung einer Zelllinie 39

4.4. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

4.4.1. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mit 

PLAG1-spezifischen Sonden 40

4.4.2.Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mit einer HER-2-Sonde

in Kombination mit der Zentromer 17-Sonde 42

4.5. Immunhistochemie

4.5.1. HMGA1- und HMGA2-Immunhistochemie 43

4.5.2. CD147- und Fra-2-Immunhistochemie 44

4.6. Verhalten der Tumorzellen im Scid-Maus-Modell 45

5. Zusammenfassung 46

6. Abkürzungsverzeichnis 47

7. Literaturverzeichnis 48

8. Danksagung 59

9. Lebenslauf 60

10. Erklärung 61



4

1. Einleitung

1.1. Das pleomorphe Adenom

Das pleomorphe Adenom ist der häufigste benigne Tumor der großen und klei-

nen Speicheldrüsen.

Frauen sind von diesem Tumor etwas häufiger betroffen als Männer. Das pleo-

morphe Adenom kann in allen Altersgruppen auftreten, der Altersgipfel liegt je-

doch im 5.-6. Lebensjahrzehnt.

In 85% tritt das pleomorphe Adenom in der Glandula parotis auf, in 10% in den

kleinen Speicheldrüsen und zu 5% in der Glandula submandibularis (Seifert,

1986).  

Pleomorphe Adenome weisen eine große morphologische Vielfalt auf, weshalb

sie früher auch als Mischtumoren bezeichnet wurden. Die wesentlichen Be-

standteile werden durch eine bindegewebige Kapsel, epitheliale und

myoepitheliale Zellen sowie mesenchymale und / oder stromareiche Elemente

dargestellt.

Die Kapseldicke variiert stark (Webb et al., 2001) und ist manchmal, besonders

in pleomorphen Adenomen mit überwiegend mukoiden Anteilen, nur schwer zu

erkennen. Die meisten Tumore zeigen Regionen, in denen das Tumorgewebe

fingerähnlich in die Kapsel eindringt. Neben diesen Pseudopodien-artigen

Vorwölbungen werden auch Satellitenknoten beschrieben, die durch Einwach-

sen des Tumorgewebes in die Kapsel entstehen (Lam et al., 1990).

Die epithelialen Anteile zeigen viele verschiedene Zelltypen - basaloide,

squamöse  und spindelförmige Zellen, sowie in seltenen Fällen muköse und

seröse Azinuszellen.

In manchen Anteilen bilden kubische Zellen des Epithels gangartige Strukturen

mit deutlichen Lumen. Häufig können auch  myoepitheliale Zellen auftreten, so

dass eine morphologische Ähnlichkeit zu adenoid-zystischen Karzinomen oder

myoepithelialen Karzinomen bestehen kann. Das Vorkommen von Keratinper-

len und Zellen mit auffallend klarem Zytoplasma können auch zu Verwechselun-

gen mit einem Mukoepidermoidkarzinom führen.

Die mesenchymähnliche Komponente setzt sich aus mukoiden, hyalinen und

chondroiden  Anteilen zusammen. Eine Zunahme der Hyalinisation zeigt sich

vor allem bei  einigen lang bestehenden Tumoren (Auclair, 1996). 

Lang bestehende pleomorphe Adenome bergen ein erhöhtes Risiko einer ma-

lignen Progression. In seltenen Fällen (3-4 %) tritt eine maligne Entartung in

Form eines Karzinoms im pleomorphen Adenom auf (Seifert, 1991).  
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Das Karzinom im pleomorphen Adenom wird als eine  Folge  von genetischen

Veränderungen innerhalb eines langbestehenden pleomorphen Adenoms ange-

sehen (Righi et al., 1994; Rosa et al., 1996; El-Naggar et al., 2000; Roijer et al.,

2002; Voz et al., 2004). Obwohl die Kriterien, welche die benignen Anteile von

den malignen in einem Karzinom im pleomorphen Adenom unterscheiden, aus-

führlich beschrieben sind, gibt es keine eindeutigen histologischen Merkmale,

die auf ein erhöhtes Risiko einer malignen Progression in einem benignen pleo-

morphen Adenom hinweisen (Auclair, 1996). 

Pleomorphe Adenome können eine hohe Rate an Lokalrezidiven (20% - 45%)

aufweisen, insbesondere bei Lokalisation in der Parotis und /oder vor allem,

wenn der Tumor nur enukleiert wurde (Stennert, 2001). Nach einer lateralen

oder totalen Parotidektomie ist die Rezidivrate (1% - 5%) jedoch wesentlich ge-

ringer (Douglas, 2001).

Unabhängig von der Operationstechnik besteht eine Korrelation zwischen dem

Alter des Patienten bei dem ersten Auftreten des Tumors und der Häufigkeit der

nachfolgenden Rezidive (Mc Gregor et al., 1988).  Patienten mit mehr als einem

Rezidiv sind deutlich jünger (mittleres Alter: 28 Jahre zum Zeitpunkt der Diagno-

se des Primärtumors) als Patienten, bei denen der Tumor nur einmal rezidiviert

(mittleres Alter: 35 Jahre zum Zeitpunkt der Diagnose des Primärtumors) (Las-

kawi et al., 1998).

Überwiegend mukoide Tumore neigen zu Rezidiven (Renehan et al., 1996). Da-

neben sind  eine geringe Kapseldicke, die Neigung des Tumors in die Kapsel

einzudringen (Henriksson et al., 1998), intratumorale Risse unterhalb der Kap-

sel sowie das Streuen von Tumorzellen im Operationsbereich weitere mögliche

Gründe für das Auftreten von Rezidiven.

Obwohl es sich bei dem pleomorphen Adenom um einen gutartigen Tumor han-

delt, kann es in seltenen Fällen auch zu einer Metastasierung kommen (Hoor-

weg et al., 1989, Goodisson et al., 1999).

Zytogenetische Studien zeigen in 70% der pleomorphen Adenome wiederkeh-

rende spezifische chromosomale Anomalien (Sandros et al., 1990; Bullerdiek et

al., 1993; Mark et al., 1997). Hierbei lassen sich vier Subgruppen unterschei-

den. 

Die erste, in 40% der Fälle auftretende Subgruppe zeigt strukturelle Verände-

rungen im Bereich der chromosomalen Bande q12 auf Chromosom 8, wobei der

Bruchpunkt in der Promoterregion des PLAG1-Gens (pleomorphic adenoma

gene) liegt. Als Folge dieses Ereignisses kommt hierbei häufig eine Transloka-

tion  zwischen dem Chromosom 3 (p21) und dem Chromosom 8 (q12) vor.
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Die zweite, in 8% auftretende Subgruppe ist charakterisiert durch Veränderun-

gen des Chromosoms 12 in der Region q13-15. In dieser chromosomalen Ban-

de konnte das HMGA2-Gen lokalisiert werden (Ashar et al., 1995; Schoenmar-

kers et al., 1995).

Der dritten in 23% auftretenden Subgruppe werden alle pleomorphe Adenome

zugeordnet, die sporadische klonale Veränderungen aufweisen, welche weder

die Chromosomen 8q12 noch 12q13-15 betreffen.

Pleomorphe Adenome mit einem normalen Karyotyp treten in 30% auf und stel-

len die vierte Subgruppe dar.

Einige Studien zeigen, dass Patienten mit einem pleomorphen Adenom, die ei-

nen normalen Karyotyp aufweisen, deutlich älter (ca. 51 Jahre) sind als jene,

bei denen ein Adenom mit einer Veränderung des Chromosoms 8q12 auftritt

(ca. 39 Jahre). Häufig stellen sich pleomorphe Adenome mit einem normalen

Karyotyp stromareicher dar als Tumore mit chromosomalen Veränderungen im

Bereich 8q12 (Bullerdieck et al., 1993).

1.2. Pleomorphic adenoma gene 1 (PLAG1)

PLAG1 liegt auf Chromosom 8q12 und fungiert während der Fetalentwicklung

als Transkriptionsfaktor und reguliert die Expresssion von zahlreichen Wachs-

tumsfaktoren. Die onkogene Aktivierung  des Protoonkogens PLAG1 in adulten

Zellen gilt als entscheidendes Ereignis bei der  Ausbildung von pleomorphen

Adenomen (Kas et al., 1997; Vo et al., 1998). 

Der Mechanismus der Aktivierung beruht auf einer Chromosomentranslokation,

bei der ein Promoteraustausch erfolgt, wobei mehrere mögliche Translokations-

partner für das PLAG1-Gen in Frage kommen. Während PLAG1 nur temporär

und vorrangig  in der Zeit der Fetalentwicklung exprimiert wird, handelt es sich

bei den Translokationspartnern um Gene, die permanent exprimiert werden. 

Es werden drei mögliche Translokationspartner beschrieben. Am häufigsten fin-

det eine Translokation  mit dem CTNNB1-Gen auf Chromosom 3 (q21) statt.

Das CTNNB1-Gen kodiert für ß-Catenin, ein Protein, das sowohl bei der Sign-

altransduktion als auch der Zelldifferenzierung während der Embryogenese

eine wesentliche Rolle spielt (Miller et al., 1996).

Ein weiterer Translokationspartner ist das leukemia inhibitory factor receptor

(LIFR) -Gen auf Chromosom 5 (p13) (Voz et al., 1998) sowie ein weiteres Gen

auf Chromosom 3 (p21.3 -22), welches für den Elongationsfaktor SII kodiert

(Åström et al., 1999).
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Bei allen diesen Translokationen kommt es durch die Fusion zu einem sog.

,,promotor - swapping“. Die Fusion erfolgt  immer in der nichtkodierenden 5’–

Region des PLAG1-Gens, so dass ein Austausch der regulatorischen Kontroll-

elemente stattfindet, ohne dabei die kodierende Sequenz des Gens zu beein-

trächtigen. Der Promotoraustausch bewirkt eine Aktivierung des PLAG1-Gens,

das normalerweise im adulten Gewebe inaktiv ist,  und es kommt zu einer

außerplanmäßigen Expression von PLAG1 in den genetisch veränderten Zellen

(Kas et al., 1997).

Diese chromosomalen Veränderungen, die das PLAG1-Gen betreffen, wurden

zuerst im pleomorphen Adenom der Speicheldrüse entdeckt. Später wurden

auch für Lipoblastome chromosomale Veränderungen der Bande 8q12 be-

schrieben, die zu einer hochregulierten Expression des Transkriptionsfaktors

PLAG1 führen (Åström et al., 2000; Hibbard et al., 2000).

1.3. HMGA

Die HMGA-Gene kodieren für die HMGA-Proteine. Zu unterscheiden ist das

HMGA1-Gen, welches auf der chromosomalen Bande 6p21.3 lokalisiert ist von

dem HMGA2-Gen, das sich auf der chromosomalen Bande 12q13-15 befindet. 

Diese Proteine gehören zu den High-Mobility-Group-Proteinen. Hierbei handelt

es sich um kleine, Chromatin-assoziierte nicht-Histon-Proteine. Die HMGA-Pro-

teine besitzen drei DNA-bindende Domänen, die sog. AT-hooks, mit denen sie

an die kleine Furche AT- reicher DNA-Sequenzen binden (Reeves et al., 1990).

Sie können allein keine Transkription auslösen, sondern bewirken durch Ände-

rung der DNA-Konformation definierte Protein-Protein- und Protein-DNA-Wech-

sel- wirkungen. Sie werden deshalb auch als architektonische Transkriptions-

faktoren bezeichnet (Wolffe, 2001). Die HMGA-Gene werden während der Em-

bryonalentwicklung stark exprimiert, jedoch ist ihre Expression in differenzierten

und sich nicht-teilenden Zellen sehr gering oder nicht nachzuweisen (Rogalla et

al., 1996; Hirning-Folz et al., 1998).

In neoplastischen Zellen kann es aufgrund chromosomaler Veränderungen zu

einer Reaktivierung der Expression der HMGA-Gene kommen (Schoenmakers

et al., 1995).

In verschiedenen benignen mesenchymalen Tumoren wie Lipomen, Uterus-

leiomyomen, Hamartomen der Lunge  und der Brust, Fibroadenomen der Brust,

Angiomyxomen, sowie in den epithelialen Endometriumpolypen und pleomor-

phen Adenomen ist das HMGA2-Gen von Chromosomenveränderungen betrof-

fen (Ashar et al., 1995; Schoenmarkers et al., 1995). Auch das HMGA1-Gen
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kann in vielen gutartigen mesenchymalen Tumoren wie Uterusleiomyomen, Ha-

martomen der Lunge und der Brust und in epithelialen Endometriumpolypen

von Chromosomenaberrationen betroffen sein (Dal Cin et al., 1997; Kazmier-

czak et al., 1998; Kazmierczak et al., 1999). In diesen  benignen Tumoren be-

ruht die Reaktivierung der Expression der HMGA-Gene auf chromosomalen

Veränderungen in den Banden 6p21.3 bzw. 12q13-15 (Williams et al., 1997;

Henning et al., 1997; Gattas et al., 1999; Sornberger et al., 1999). Es kann aber

auch in malignen Tumoren zu einer Reaktivierung der HMGA-Genexpression

kommen, die wahrscheinlich nicht auf Chromosomenaberrationen zurückzu-

führen ist, sondern auf Mechanismen der Genregulation beruht. Für das

HMGA1-Gen konnte eine Reaktivierung der Expression in vielen verschiedenen

Karzinomen wie dem Schilddrüsenkarzinom, kolorektalen Karzinom, Pankreas-

karzinom, Prostatakarzinom, Zervixkarzinom, Ovarialkarzinom und Magenkar-

zinom nachgewiesen werden (Tamimi et al., 1993; Chippetta et al., 1995; Ban-

diera et al., 1998; Abe et al., 2000; Chippetta et al., 2001; Masciullo et al., 2003;

Nam et al., 2003). Eine veränderte Expression des HMGA2-Gens wurde in

Leukämien, Lungenkarzinomen, Liposarkomen und Pankreaskarzinomen beob-

achtet (Rommel et al., 1997; Berner et al., 1997; Rogalla et al., 1998; Abe et al.,

2003).

Für HMGA1 konnte gezeigt werden, dass die Menge an HMGA1-Proteinen in

den Tumorzellen häufig positiv mit einer schlechten Differenzierung und/oder

bei Karzinomen mit einem erhöhten Metastasierungspotential korreliert (Tamimi

et al., 1993; Fedele et al., 1996; Abe et al., 2000). Zudem gilt die Expression

von HMGA1 bei Schilddrüsenzellen als eine Voraussetzung für eine maligne

Transformation (Berlingieri et al., 2002). 

Es wird vermutet, dass eine hohe HMGA2-Expression, die auf einer Genampli-

fikation beruht, von großer Bedeutung für die maligne Transformation pleomor-

pher Adenome ist (Roijer et al., 2002). 

In einer Studie von Miyazawa et al. (2004) wurde die Expression von HMGA2
in Plattenepithelkarzinomen der Mundhöhle untersucht. Es konnte gezeigt wer-

den, das 100% der Patienten (23 von 23 untersuchten Patienten) mit einem

HMGA2 positiven Tumor an einem Tumorrezidiv starben und das weitere 100%

der Patienten (11 von 11 untersuchten Patienten), deren Tumor HMGA2 nega-

tiv war, ohne ein Tumorrezidiv überlebten. Diese Ergebnisse lassen vermuten,

dass die HMGA2-Expression die Möglichkeit birgt, Rückschlüsse auf die Rezi-

divneigung eines Tumors und dessen Aggressivität zu ziehen.
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1.4. EMMPRIN (CD147) und Fos-related-antigen 2 (Fra-2)

Ein Hauptmerkmal maligner epithelialer Tumore ist ihre Fähigkeit zu metasta-

sieren. Dieser Prozess besteht aus mehreren Teilschritten, an dem zahlreiche

Enzyme und regulatorische Faktoren beteiligt sind. Die Karzinomzellen wan-

dern in das umliegende Gewebe ein, um sich dort anzusiedeln. Dazu müssen

sich die Tumorzellen von ihrer Basalmembran lösen und durch die extrazellulä-

re Matrixbarriere wandern.

An der Degradierung der kollagenen Matrix sind vorrangig Matrixmetallopro-

teinasen (MMPs) beteiligt, die die Invasion der Tumorzellen fördern (Yan et al.,

2005).

Beim CD147 (EMMPRIN = extrazellular matrix metalloproteinase inducer) han-

delt es sich um ein membranständiges Glycoprotein, das die Fähigkeit besitzt,

die Expression von MMPs (Matrixmetalloproteinase) zu stimulieren (Gabison et

al., 2005; Sun et al., 2001). Eine erhöhte CD147-Expresssion wurde in zahlrei-

chen malignen Tumoren beobachtet. Bei Mammakarzinomen wird vermutet,

dass CD 147 eine entscheidende Rolle in der Tumorprogression spielt (Reimers

et al., 2004; Tang et al., 2005).

Auch maligne Speicheldrüsentumore zeigen wesentlich häufiger eine erhöhte

CD147-Expresssion als benigne pleomorphe Adenome (Riethdorf et al., 2006).

An der Regulation des proteolytischen Systems sind Transkriptionsfaktoren aus

der Gruppe der AP-1-Proteine beteiligt. Hierzu gehören Fra-1, Fra-2, c-Fos und

FosB aus der Fos-Familie und Mitglieder der Jun-Familie (c-Jun, JunB und

JunD). Diese Proteine haben die Fähigkeit, an die Promoter- bzw.  Enhancer-

Region der Zielgene zu binden und auf diese Weise viele Mitglieder des proteo-

lytischen Systems zu regulieren. Hierzu zählen neben den MMPs, Cathepsine

und Mitglieder des uPA-PAI-Systems, welche an der Degradierung der Basal-

membran und der extrazellulären Matrix beteiligt sind und dadurch die Invasion

und Metastasierung von Tumorzellen ermöglichen (Milde-Langosch et al.,

2004).

In einer Studie von Maruya et al. (2004) wurden pleomorphe Adenome, Mu-

koepidermoidkarzinome, Azinuszellkarzinome, Speichelgangkarzinome und

adenoidzystische Karzinome hinsichtlich einer Über- bzw. Unterexpression von

5000 Genen im Vergleich zur Genexpression im normalen Speicheldrüsenge-

webe überprüft. Bei 136 Genen unterschied sich die Expression im normalen

Gewebe zu der in benignen Tumoren und malignen Neoplasien. Die meisten

dieser Gene zeigen funktionelle Ähnlichkeiten zu Genen, die bei Prozessen von

Adhäsion und Proliferation sowie bei der Signaltransduktion beteiligt sind. Die
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Daten dieser Expressionsanalyse ergaben für das pleomorphe Adenom vergli-

chen mit normalem Gewebe der Speicheldrüse eine erhöhte Expression von 15

bekannten Genen zu denen u. a. Collagen-Typ1, Calponin, Transforming gro-

wth factor-beta und Fra-2 zählten. Zu den neun unterexprimierten Genen gehör-

ten u. a. Galectin-9 und Human multidrug resistance protein 5 (MDR5). Vergli-

chen mit Karzinomen zeigten pleomorphe Adenome für die Gene S-100, Galec-

tin-9, Vimentin und einem Tyrosinkinase-Rezeptor eine erhöhte Expression.
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1.5. Fragestellung

In der vorliegenden Studie sollte anhand eines langzeit-rezidivierenden pleo-

morphen Adenoms überprüft  werden, ob sich tumorspezifische Merkmale und

Dignitätseigenschaften im Verlauf der Erkrankung verändert hatten. 

Der Tumor wurde zunächst hinsichtlich des Vorliegens von chromosomalen

Veränderungen charakterisiert.

Hierzu wurde von einer Gewebeprobe des 11. Rezidivs eine Primärkultur ange-

legt. Das Karyogramm ergab neben anderen chromosomalen Aberrationen die

für pleomorphe Adenome als charakteristisch beschriebene Translokation

t(3;8), bei der das PLAG1-Gen betroffen ist. Mittels FISH-Analyse mit PLAG1-

flankierenden Sonden, die den Bruchpunkt überspannen, sollte überprüft wer-

den, ob diese Translokation bereits im Primärtumor vorlag oder ob sie im Ver-

lauf der Erkrankung aufgetreten war.

Eine weitere für pleomorphe Adenome charakteristische Translokation ist die

t(12q13-15), bei der das HMGA2-Gen involviert ist. Das Vorliegen dieser Trans-

lokation sollte über den immunhistologischen Nachweis der durch die Translo-

kation verursachten gesteigerten Expression von HMGA2 dargestellt werden.

Begleitend sollte untersucht werden, ob im Verlauf der Tumorrezidivierung

Merkmale einer malignen Entartung auftreten. Da sich die maligne Entartung,

neben zytologischen Merkmalen, definitionsgemäß im Invasionsverhalten der

Tumorzellen und ihrer Fähigkeit in immundefizienten Mäusen Tumoren zu ent-

wickeln ausdrückt, wurde die Expression von Faktoren, die an der Degradation

der extrazellulären Matrix beteiligt sind (CD 147 und Fra-2), immunhistoche-

misch untersucht und die aus dem 11. Rezidiv generierte Zelllinie im Scid-Maus

Modell überprüft.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Untersuchungsgut 

Als Patientengut standen für die vorliegende Arbeit Paraffinblöcke aus dem

Speicheldrüsenregister des Institutes für Oralpathologie des Universitätsklini-

kums Hamburg – Eppendorf zur Verfügung. 

Das Material stammte aus den Jahren 1971 – 2004.

Das Frischmaterial stammt aus der Hals-, Nasen- und Ohrenklinik des Univer-

sitätsklinikums Hamburg – Eppendorf.

Bei dem in dieser Arbeit untersuchten Fall handelt es sich um ein langzeit-rezi-

divierendes (über 30 Jahre) pleomorphes Adenom. 

1971 wurde bei einer 37 jährigen Patientin ein pleomorphes Adenom in der

rechten parapharyngealen Region diagnostiziert. Nach elf Jahren trat ein Rezi-

div in der Maxilla auf. Zwischen 1982 und 2004 folgten 13 weitere Rezidive im

Bereich des Rachens, der Wange, des Halses sowie im Oberkiefer und im M.

masseter. 

Tab.1 Verlauf des rezidivierenden pleomorphen Adenoms

Dat. Fall-Nr. Alter Diagnose Lokalisation

1971 10708/71 37 Pleomorphes Adenom Parapharyngeal

1982 23600/82 48 Rezidiv des pleom. Adenoms Wange

1987 6167/87 63 Rezidiv des pleom. Adenoms Paramandibulär

1989 3282/89 65 Rezidiv des pleom. Adenoms Masseter

1995 550/95 71 Rezidiv des pleom. Adenoms Fossa temporalis

1997 1705/97 73 Rezidiv des pleom. Adenoms Kinnregion, Gaumen

2000 1403/00 76 Rezidiv des pleom. Adenoms Pharynx

2002 2142/02 78 Rezidiv des pleom. Adenoms Nasopharynx

2002 2180/02 78 Rezidiv des pleom. Adenoms Nasenhaupthöhle

2002 5848/02 78 Rezidiv des pleom. Adenoms Kieferhöhle

2002 8771/02 79 Rezidiv des pleom. Adenoms Nasopharynx

2003 5013/03 79 Rezidiv des pleom. Adenoms Nasopharynx

2003 6941/03 79 Rezidiv des pleom. Adenoms Gl.parotidea

2004 3638/04 80 Rezidiv des pleom. Adenoms Nasopharynx

2004 1501/04 80 Rezidiv des pleom. Adenoms Nasopharynx

OP-
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2.1.2. Verbrauchsmaterialien und Geräte

Brutschrank für Zell- und Gewebekulturen Labotect
Deckgläser Omnilab
Entparaffinator Shandon Varistain 24-4 Thermo-Elektron Cooperation
Eppendorfcups 1,5 und 2,2 ml Eppendorf
Eppendorf-Pipetten 10, 20, 50, 100 ml Eppendorf
Färbeküvetten mit Objektträgereinsatz Assistent
Feuchte Kammer
Fixogum Henkel
Fluoreszenzmikroskop Axiphot Zeiss
Glaswaren Schott
Gefrierschrank Liebherr
Gewebekulturflaschen, 50 ml Greiner
Kühlschrank Comfort Liebherr
Küvetten
Mikroliterpipetten Gilson
Mikrotom HM Mikrom
Mikrowelle Mikromat Duo AEG
Mikrowellengefäße Dako
Neubauer Zählkammer Resistance
Objektträger, Mattstreifen beidseitig Assistent
Objektträger, beschichtet Histobond
Pasteurpipetten Brand
Petrischalen Falkon
Phasenkontrastmikroskop Zeiss
Photometer BioRad
Pipettenspitzen Eppendorf
Pipettierhilfe Greiner
Plastikröhrchen Sarstedt
Präparierbesteck : Pinzette, Schere
Schüttelgerät Reax 2000 Heidolph
Schüttelgerät 3016 GFL
SpeedVac Concentrator Savant
Sterilfilter Millipore
Sterilskalpelle Aeskulap
Sterilwerkbank Heraeus
Thermocycler Biometra
Trockenschrank eraeus
Vortexer VF2 Janke & Kunkel
Wärmeschrank, 37C° Memmert
Wasserbad Wilke & Witzel
Zentrifuge Sigma
Zentrifuge Heraeus
Zentrifugenröhrchen Schott
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2.1.3. Chemikalien

Ameisensäure
ABC-Vectastain Elite Vector Lab. Inc.
Antibiotika – Stammlösung 10.000 E Penicillin, 10.000 E Streptomycin Biochrom
Antibody Diluent Verdünnungslösung Dako
Anti Digoxigenin Fluorescin Fab Fragmente Roche
Agarose
Citronensäure Merk
Colcemid-Stammlösung Biochrom
Collagenase Boeringer
Cy3 conjugated Streptavidin Dianova
DABCO (1-4-Diazabicyvlo-2-2-2-Octan)
Dextran-Sulfat Serva
Diaminobenzidin ‚
Dinatriumhydrogenphosohat (Na2HPO4) Merk

DNA, menschliche Plazenta Sigma
DNA Polymerase Boeringer M.
DNase Boeringer M.
EDTA Merk
Essigsäure Riedel deHaen
Ethanol Merk
Eukitt
Formamid Janssen
Fötales Kälberserum Gibco
Fra-2 (Q-20): sc-604 SantaCruz Biotechnology, Inc.
Giemsa - Stammlösung Merk
Glycerol Serva
H2O2 30% Merk

HCl Merk
HMG-I/HMG-Y (FL-95):sc-8982 (HMGA1) SantaCruz Biotechnology, Inc.
HMGI-C (FL-109):sc-30223 (HMGA2) SantaCruz Biotechnology, Inc.
Isopropanol
Kaliumdihydrogenphospat (KH2PH4) Merk

Kanamycin
Lachssperm - DNA Sigma
Mayers Hämalaun Merk
Medium 199, Earl’s Salts Gibco
Methanol, abs. Riedel deHaen
Miller Luria Both Base Gibco
Mounting Medium
Mouse anti-human CD 147 RDIResearch Diagnostics
Natriumacetat Riedel deHaen
Natriumchlorid anssen
Natriumthiocyanat
Normalserum Schwein Dako



15

Nick - Translationskit BRL

Pepsin

Propidiumiodid Sigma

Proteinase K – Stammlösung Boehringer

Rabbit anti S 100 Dako

RNase Boehringer

Schwein anti-Kaninchen IgG Dako

Tris-Hydroxymethylaminomethan Sigma

Tris-Hydroxymethylaminomethan - Hydrochlorid Sigma

Trizma - Base Sigma

Trockenmilch Protifar

Trypsin/EDTA – Lösung, 0,05%/0,02% in PBS Biochrom

Trypsin-Trockensubstanz, 1:250 Difco

Xylol Merk

ABComplex 1 Tropfen Lsg.A
1Tropfen Lsg.B 
2,5 ml TBS

Ameisensäure 85% / H2O2 0,3% 85 ml Ameisensäure

1 ml H2O2 auf 100 ml mit Aqua bidest. auffüllen

Antifadelösung 9 Teile Glycerol/2%DABCO

1 Teil 0,2mmol/1 Tris/0,02% NaN3 pH7,5

0,5µg/ml Propidiumiodid

Citratpuffer 4,2028 g Citronensäure

ad 2000 ml Aqua bidest.

DAB - Gebrauchslösung 1 ml DAB – Stocklösung

60 µl 30% H2O2

DAB - Stocklösung 100 mg Diaminobenzidin in 20 ml TBS 
1:10 in TBS 

Fixativ Methanol : Essigsäure 3 : 1

Giemsa - Gebrauchslösung 5 ml 1/15 mol/1 KH2PO4

5 ml 1/15 mol/1 Na2HPO4

5 ml Ethanol, 1,5 Giemsa-Stammlösung 
ad 100 ml Aqua bidest

Hypotonische Lösung Medium 199 : Aqua bidest 1 : 6

LB – Medium 12,5 g Luria Broth Base in 500 ml Aqua dest. 

15 min bei 121 ° C autoklavieren

2.1.4. Lösungen
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Medium 199 compl. 78%  Medium 199 Earle’s Salts
20%  fötales Kälberserum2% Antibiotika - Stammlösung

Methanol – Blockierungslsg. 180 ml Methanol

20 ml H2O2

Natriumthiocyanat 1M 12,5 ml 8M NaSCN auf 100ml mit Aqua bidest auffüllen

Normalserum (Schwein) Verdünnung : 1: 10 in Dako – Antibody Diluent Lösung

PBS (10x)  pH 7,5 82,33 g/l Na2HPO4

23,45 g/l NaH2PO4

40 g/ l NaCl

PBS (1x) pH 7,5 900 ml Aqua dest. 

100 ml 10 x PBS

Primärantikörper HMGA1 Verdünnung : 1:100 in Dako -Antibody Diluent- Lsg. 
HMGA2 Verdünnung : 1:100 in Dako -Antibody Diluent- Lsg.  
CD 147  Verdünnung : 1:250 in Dako -Antibody Diluent- Lsg. 
Fra-2  Verdünnung : 1:50 in Dako -Antibody Diluent- Lsg.
S 100 Verdünnung : 1 :400 in Dako -Antibody Diluent- Lsg.   

Puffer P1 50 mM Tris Cl, pH 8, 0

(Resuspensionspuffer) 10 mM EDTA

100µg / ml RNase A

Puffer P2 (Lysepuffer) 200 mM NaOH

1 % SDS

Puffer P3 (Neutralisationspuffer) 3 M Potassiumacetat pH 5,5

Puffer QBT 750 mM NaCl 

(Equilibrationspuffer) 50 mM MOPS, pH 7, 0 

15% Isopropanol

0,15 % Triton X - 100

Puffer QC (Waschpuffer) 1 M NaCl 

50 mM MOPS, pH 7, 0 

15 % Isopropanol

Puffer QF (Verdünnungspuffer) 1, 25 M NaCl 

50 mM Tris – Cl, pH 8, 5 

15 % Isopropanol

RNase-Stammlösung 100 µg/µl in 2xSSC RNase (200 µg/µl) 
wurde in STE-Puffer gelöst, 
10 min bei 100C° gekocht und mit 
4xSSC 1:50 verdünnt

STE-Puffer 10 mmol/l Tris-HCL, pH8,0

100mmol/l NaCl

1 mmol/l EDTA, pH8,0
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SSC (20 x) 3 mol/l NaCl

0,3 mol/l Natriumacetat

SSC (2 x) 450 ml Aqua dest. 

50 ml 20 x SSC

SSPE (20 x) 174 g/l NaCl

27,6 g/l NaH2PO4

1mmol/l EDTA

Sörensen - Puffer 410 ml 1/15 mol/l KH2PO4

590 ml 1/15 mol/l Na2HPO4

Sekundärantikörper Schwein anti-Kaninchen IgG 
Verdünnung: 1:200 in 
Dako – Antibody Diluent Lösung

TBS - Puffer 30, 29g Trizma – Base

43,55 g NaCl

100 ml HCl

ad 1000 ml Aqua bidest

TE-Puffer 10mmol/l Tris-HCl, pH 8,0

1mmol/1EDTA
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2.2. Methoden

2.2.1. Zellkulturen

2.2.1.1. Anlegen einer Zellkultur

Das Ansetzen der Zellkultur erfolgte sofort nach der Operation. Dazu wurde die  Ge-

webeprobe  zunächst in eine Petrischale mit 0,8% Kollagenase-Lösung gegeben und

mit Hilfe von Schere und Skalpell zerkleinert. Für 30 Minuten wurde der Gewebebrei

mit Zugabe von Kollagenase und Trypsin bei 37°C in den Rüttler gegeben. Diese en-

zymatische Reaktion wurde durch Lagerung des Gewebes auf Eis abgebrochen. Mit

40ml Medium 199 compl. wurde der Gewebebrei filtriert und anschließend 10 Minu-

ten bei 4°C und 1200Upm zentrifugiert. Nach Absaugen des Überstandes wurde das

Pellet in 2,0ml Medium199 compl.  resuspendiert, in kleine Kulturschalen (3cm

Durchmesser) überführt und bei 37°C  und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert.

2.2.1.2. Pflege der Zellkulturen

Zeigte der pH-Indikator einen Umschlag der Farbe des Nährmediums (Medium199

compl.) von Rot nach Gelb, erfolgte ein Wechsel des Nährmediums. Dies geschah

alle 3 bis 4 Tage.

Dazu wurde das verbrauchte Nährmedium aus der Kulturflasche abgesaugt und

anschließend 5ml Nährmedium in die Kulturflasche gegeben. Die Kulturflasche wur-

de mit dem Datum der Fütterung beschriftet und wieder in den Brutschrank gestellt.

2.2.1.3. Subkultivierung der Zellen

Die Kulturen wurden täglich mit Hilfe eines Phasenkontrast-Mikroskops auf ihr

Wachstum kontrolliert. Wenn sich eine konfluente Zellschicht auf dem Boden der Kul-

turflaschen gebildet hat, wurde das Kulturmedium abgesaugt. Die verbliebenen Me-

diumreste wurden durch Waschen mit PBS entfernt.

Damit sich die Zellen von dem Boden der Kulturflasche lösten, wurde eine

Trypsin/EDTA-Lösung auf die Zellen gegeben. Anschließend erfolgte eine Inkubation

bei 37% im Brutschrank. Die abgelösten Zellen wurden mit ca. 1 ml Medium 199

compl. resuspendiert und auf zwei jeweils mit 5 ml Medium befüllten Kulturflaschen

verteilt.
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2.2.1.4. Erstellen einer Wachstumskurve

Die Zellen einer Kulturflasche wurden trypsiniert und in 2 ml Medium aufgenommen.

Davon wurden 45 µl in die Neubauer Zählkammer gegeben um die Zellzahl zu be-

stimmen. Die Zellsuspension wurde entsprechend mit Medium 199 compl.  verdünnt,

so dass in einem Milliliter  5000 Zellen vorhanden waren.

Diese Zellsuspension wurde auf eine 24-well-Platte (1ml pro Kammer) gegeben und

bei 37C° inkubiert. Über zwölf Tage wurde alle 24 Stunden die Zellzahl von jeweils

zwei Kammern bestimmt  und in einer Wachstumskurve eingetragen.

2.2.1.5. Einfrieren von Zellen

Die Zellen einer Kulturflasche wurden trypsiniert, in 5 ml Medium aufgenommen und

in ein Zentrifugenröhrchen gegeben. Nach einer 4 minütigen Zentrifugation bei

1000rpm wurde der Überstand abgesaugt, das Zellpellet in eiskaltem Einfriermedium

(70% Medium, 20% FCS, 10% DMSO) resuspendiert und in Kryoröhrchen gegeben.

Diese wurden zunächst in einer Styroporbox bei –80C° eingefroren und ansch-

ließend am nächsten Tag in flüssigen Stickstoff überführt und dort gelagert.

2.2.2. Zytogenetische Methoden

2.2.2.1. Chromosomenpräparation

Zur Erstellung eines Karyogramms wurden Metaphasen-Chromosomen präpariert.

Hierzu wurden die Zellen in der Proliferationsphase durch Zugabe von 50 ml Colcemid

in das Medium der Kulturflasche arretiert und für 2-4 Stunden bei 37°C inkubiert. War

eine ausreichende Anzahl an Mitosen im Phasenkontrastmikroskop zu erkennen, erfolg-

te die Präparation der Chromosomen. Dafür wurden die Zellen trypsiniert und für 5 Mi-

nuten bei 37°C inkubiert. Es folgte eine weitere Inkubation mit hypotonischer Lösung bei

RT für 20 Minuten auf dem Schüttler.

Die Zellsuspension wurde in ein silikonisiertes Zentrifugenröhrchen pipettiert, 5 Minuten

bei RT inkubiert und 10 Minuten bei 100 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde bis auf

0,5 ml abgesaugt, das Pellet vorsichtig resuspendiert, und zur Fixierung der Zellen

schrittweise 8 ml Fixativ hinzugegeben und resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation

bei 100 x g für 10 Minuten wurde das Fixativ gewechselt und die Suspension über Nacht

bei 4°C im Kühlschrank gelagert. Vor dem Auftropfen auf die Objektträger wurde die

Suspension bei 100 x g 10 Minuten zentrifugiert und der Überstand bis auf 0,5 ml abge-

saugt. Das Pellet wurde resuspendiert und auf fettfreie, eiskalte, feuchte Objektträger

getropft. Die Präparate wurden 3-5 Tage bei 37°C in einem Wärmeschrank getrocknet.
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2.2.2.2. G-Banding (Seabright, 1971)

Für die Bänderung der Präparate wurden 0,003 g Trypsintrockensubstanz in 50 ml

vorgewärmten Sörensen-Puffer gegeben und 7 Minuten bei 37°C im Wasserbad

gelöst.

Durch das Eintauchen der Präparate in die Trypsin/Sörensen-Puffer-Lösung für 6-8

Sekunden werden vor allem die an den GC-reichen Regionen der DNA gebundenen

Proteine herausgelöst, so dass sich während des Eintauchens der Präparate in die

1,5%ige Giemsa-Gebrauchslösung für 8-10 Minuten die an den AT-reichen Regionen

gebundenen Proteine anfärben können.

Anschließend wurden die Objektträger zweimal in Aqua bidest. gespült und zwischen

einem Filterpapierblock trockengepresst.

2.2.2.3. Karyotypanalyse

Für die Karyotypananlyse wurden gut gespreizte Metaphasen mit einer hohen chro-

mosomalen Bandenauflösung (400-600 Banden pro haploiden Chromosomensatz)

ausgewählt und bei 1000-facher  Vergrößerung fotografiert. Die Chromosomen wur-

den nach der Vergrößerung gezählt, ausgeschnitten und nach der ISCN (1995) zu-

geordnet.

2.2.3. Vorbereitungen für Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

2.2.3.1. DNA-Isolierung zur Herstellung von DNA-Sonden 

Bei der Isolierung von Plasmid -DNA wurde entsprechend den Angaben des QIAGEN

Plasmid Purification Handbook 08 / 2003 (QIAGEN Medi Protocol), das zum „QIA-

GEN Plasmid Kit“ gehört, vorgegangen. 

Für die Anzucht der E. coli Bakterien wurden zunächst einzelne Kolonien der Kultur

entnommen und unter Zugabe des Selektions- Antibiotikums (Kanamycin, Endkon-

zentration:25 µl/ml) in 5ml LB-Medium bei 37°C und 300 rpm für ca. 8 Stunden inku-

biert.

Mit 0,5 ml dieser Startkultur wurden 200 ml TB beimpft, das Antibiotikum zugegeben

und bei 37°C, 300 rpm für 16-18 Stunden inkubiert.

Anschließend wurden die Zellen  bei 4°C und max. rpm für 15 Minuten zentrifugiert.

Das Pellet wurde mit 25 ml eines Resuspensionspuffers (P1) gelöst. Die in diesem

Puffer enthaltene RNase eliminiert die störende RNA. Der Aufschluß der Zellen er-

folgt nach Zugabe von 25 ml Lysepuffer (P2), welcher NaOH enthält und zur Zelllyse

führt.
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Nach einer Inkubation von max. 5 Minuten wurden 25 ml eines weiteren Puffers (P3)

zugegeben. Dieser Puffer neutralisiert P2 und bindet Proteine und Zelltrümmer. Es

folgte eine Inkubation auf Eis für 30 Minuten sowie eine Zentrifugation bei 4°C, max.

rpm für 30 Minuten. Der Überstand wurde zur zusätzlichen Aufreinigung in 200 ml

Flaschen filtriert (6x mit je 2x Filterpapier) und nach Zugabe von 0,7x Vol Isopropanol

(52,5 ml) für 30 Minuten bei 4°C und max. rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 2 ml

10mM TrisHCL (pH 8,5) gelöst. Um den pH-Wert und eine richtige Salzkonzentration

auf der Säule einzustellen wurde noch 18 ml QBT-Puffer dazugegeben. Ansch-

ließend wurde die DNA-Lösung auf die Säule gegeben und 2x mit 10 ml QC-Puffer,

welcher Isopropanol enthält und der Aufreinigung der gebundenen DNA dient, gewa-

schen.

Die Eluation der DNA erfolgte durch Zugabe von 2x 2,5 ml, auf 65°C vorgewärmtem,

QF-Puffer. Die Zugabe von Isopropanol und 70%igem Ethanol mit jeweils ansch-

ließender Zentrifugation bei 4°C und max. rpm führte zu einer Aufreinigung und Auf-

konzentrierung der DNA. Der Überstand wurde vorsichtig verworfen und das Pellet

für 10 Minuten luftgetrocknet. Anschließend wurde das Pellet in 100-150 ml 10T3E

aufgenommen und  bei Raumtemperatur gelöst. Die DNA wurde photometrisch

quantifiziert.

2.2.3.2. Konzentrationsbestimmung der DNA über Agarosegel-Elektrophorese

Die erhaltene DNA wurde über eine Agarosegel-Eletrophorese quantifiziert. Bei die-

ser Methode wurde die isolierte DNA und ein DNA-Standard (�-DNA) in einem Aga-

rosegel aufgetrennt. Die DNA wurde mit Ethidiumbromid angefärbt und die Bande-

nintensität mit dem Standard verglichen.

Für das Agarosegel (0,6%) wurden 50ml 1xTAE-Puffer und 0,3g Agarose in einem

Erlenmeyerkolben vermischt und aufgekocht. Nach dem Aufkochen wurde 0,5µl Ethi-

diumbromid-Stammlösung (10mg/ml) zugegeben. Die Agaroselösung wurde bis auf

ca. 55°C abgekühlt und in die vorbereitete Gelkammer gegossen. Nachdem das Gel

erstarrt war, wurde es mit 1xTAE-Puffer überschichtet.

Die Geltaschen wurden mit einer Verdünnungsreihe der �-DNA und einer Verdün-

nungsreihe der isolierten Proben-DNA beschickt. Nach Anlegen einer Spannung von

65 Volt lief die im neutralen pH-Bereich polyanionische DNA im elektrischen Feld der

Gelkammer vom Minus- zum Pluspol. Nach ca. 90 Minuten wurde das Gel unter UV-

Licht fotografiert und die Bandenintensität der isolierten DNA mit dem Standard ver-

glichen.



2.2.3.3. Indirekte Markierung der DNA-Sonden

Die Markierung der DNA- Sonden erfolgte über eine Nick-Translation.

Hierbei wurden Nukleotide verwendet, deren Basen mit Makromolekülen gekoppelt

waren, welche einen immunologischen Nachweis (Digoxigenin mit Anti-Dig-Antikör-

pern) oder eine Komplexbildung mit anderen Makromolekülen (Biotin mit Streptavidin)

zu ihrem Nachweis gestatteten.

Die durch Zugabe von DNase I entstandenen Einzelstrangbrüche in der doppelsträn-

gigen DNA wurden durch Polymerase I unter Verwendung von markierten Nukleotidtri-

phosphaten in einer In-vitro-Reparaturreaktion aufgefüllt.

Für jeden Ansatz wurden 4µl Nick-Translations-Mix (Dig od. Biotin) und eine bestimm-

te Menge der DNA (1µg/µl) mit Aqua bidest auf ein Gesamtvolumen von 20µl aufgefüllt,

mit dem Vortex durchmischt und für 90 Minuten bei 15°C inkubiert. Durch die Zugabe

von 1µl EDTA-Puffer wurde die Reaktion gestoppt. Es folgte eine weitere Inkubation für

10 Minuten bei 65°C. Anschließend wurde die Sonde bei 4°C gelagert. 

2.2.4. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an Zellen

2.2.4.1. Prä-Hybridisierung

Zum Abbau der auf den Präparaten enthaltenen RNA erfolgte zunächst eine RNase-

Behandlung, bei der die Objektträger mit 200µl RNase und 200µl 4xSSC für 60 Mi-

nuten in einer feuchten Kammer bei 37°C inkubiert und anschließend 3 x 3 Minuten

in 2 xSSC bei Raumtemperatur gewaschen wurden. Danach wurden die Chromoso-

men in einer eiskalten Ethanolreihe (70%, 80%, 90%, 100%) für jeweils 3 Minuten de-

hydriert und bei Raumtemperatur getrocknet.
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Abb. 1  Genomische Struktur von PLAG1 und Lokalisation der PAC
Klone. Die Lage der Bruchpunkte sind mit Pfeilen markiert.
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2.2.4.2. Denaturierung und Hybridisierung

Zur Denaturierung der Chromosomen wurden die Präparate 10 Minuten bei 60°C

vorgewärmt und anschließend für 120 Sekunden bei 70°C in einem Gemisch aus

70% Formamid/2 x SSC inkubiert. Nach der Denaturierung wurden die Objektträger

sofort in eiskaltem 2 x SSC 3 Minuten gewaschen und erneut in einer eiskalten Et-

hanolreihe (70%, 80%, 90%, 100%) dehydriert. Die Präparate wurden wieder ge-

trocknet und für 10 Minuten  bei 60°C vorgewärmt. Anschließend wurde der Hybridi-

sierungsmix aufgetragen. Dieser setzte sich zusammen aus 150 ng markierter DNA-

Sonde, 3µl ssDNA zur Blockierung möglicher DNA-Bindungsstellen auf dem Objekt-

träger, 0,5 µl Placenta-DNA, welche die repetitiven Sequenzen im Genom abdeckt,

25µl 100%iges Formamid, 2,5µl 20x SSC, 2,5µl 20x SSPE und 10µl Dextransulfat.

Dieser Hybridisierungsmix  wurde vor dem Auftragen auf die Präparate mit einer Pi-

pette durchmischt, bei 75°C für 5 Minuten denaturiert, für weitere 20 Minuten bei

37°C im Wasserbad inkubiert und anschließend auf Eis gestellt.

Es wurden jeweils 50µl des Hybridisierungsmixes auf die Objektträger aufgebracht,

die anschließend mit Deckgläschen abgedeckt  und mit Fixogum versiegelt wurden.

Die Hybridisierung erfolgte über Nacht bei 37°C in einer feuchten Kammer.

2.2.4.3. Post-Hybridisierung

Nach der Hybridisierung wurden die Deckgläschen entfernt und die Objektträger für

15 Minuten bei 42°c im Wasserbad in 50%igem Formamid/2x SSC gewaschen.

Anschließend wurden die Präparate für weitere 8 Minuten bei 42°C in 2x SSC inku-

biert und bis zur Detektion in 1x PBS aufbewahrt.  Zum Abblocken der unspezifi-

schen Hintergrundfärbung wurden die Objektträger für 10 Minuten mit 100µl Trocken-

milch (5%/4xSSC) in einer feuchten Kammer inkubiert. Der daraufhin aufgetragene

Detektionsmix enthielt 85µl 5% NFDM/4xSSC sowie 15µl FAB-Fragmente (Anti-Dig)

und 1µl Avidin (Anti-Biotin). Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten bei 37°C in

der feuchten Kammer wurden die Schnitte 3x 3 Minuten in 1xPBS gewaschen und

10 Minuten getrocknet. Anschließend wurde eine Antifade-Lösung aufgetragen. Die

Schnitte wurden mit Deckgläschen abgedeckt und 15 Minuten im Dunkeln inkubiert.

Daraufhin wurden die Präparate unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. 
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2.2.5. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an Paraffingewebe

2.2.5.1. Vorbehandlung der Objektträger 

Zum Entparaffinieren wurden die Objektträger zunächst bei 56°C über Nacht oder bei

80°C 30 Minuten lang erwärmt. Anschließend wurden sie 2mal in 100% Ethanol 5 Mi-

nuten gewaschen sowie weitere 5 Minuten in 100% Methanol. Nach einer 10 minüti-

gen Lufttrocknung wurden die Schnitte 20 Minuten in ein Gemisch von 85% Amei-

sensäure und 0,3% Wasserstoffperoxyd getaucht, um eine Reduzierung des Hinter-

grundes zu erreichen. Die Ameisensäure wurde mit 0,01M HCL entfernt. Weiterhin

wurden die Schnitte für jeweils 3 Minuten in 0,01M HCL in 70% Ethanol, 85% Etha-

nol und100% Ethanol gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet.

2.2.5.2. Prä-Hybridisierung

Die Objektträger wurden für 10 Minuten in eine auf 80°C vorgewärmte, 1M Natriumt-

hiozyanat-Lösung gegeben und anschließend wieder für jeweils 3 Minuten in 0,01M

HCL in 70% Ethanol, 85% Ethanol und 100% Ethanol gewaschen und getrocknet.

Um die Zellkerne freizulegen, wurde jeweils 100ml Pepsin auf  die Schnitte gegeben.

In Abhängigkeit von dem Gewebe wurden die Schnitte 20-35 Minuten bei 37°C inku-

biert. Die Objektträger  wurden daraufhin wieder in 0,01M HCL in 70% Ethanol, 85%

Ethanol und 100% Ethanol gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet.

2.2.5.3. Denaturierung und Hybridisierung

Der Hybridisierungsmix pro Objektträger (50µl für einen Objektträger) setzte sich zu-

sammen aus jeweils 4,20µl der beiden markierten DNA-Proben (PAC 134 und PAC

135), 3,5µl COT1-DNA zur Verringerung der unspezifischen Bindungen, 10µl

100%iges Formamid, 5,0µl 20xSSC und 25µl 20%iges Dextransulfat. Nachdem der

Hybridisierungsmix auf die Objektträger pipettiert wurde, wurden diese mit einem

Deckglas abgedeckt und mit Fixogum versiegelt.

Die Denaturierung der DNA erfolgte für 5 Minuten bei 85°C; die Hybridisierung bei

37°C über Nacht in der feuchten Kammer.
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2.2.5.4. Post-Hybridisierung

Die Schnitte wurden, nach Entfernen der Deckgläser, 2 Minuten in

0,4xSSC/0,3%NP40 bei 42°C gewaschen und anschließend in 1xPBS gespült. Zum

Abblocken der unspezifischen Hintergrundfärbung wurden die Objektträger für 10 Mi-

nuten mit 100µl Trockenmilch (5%/4xSSC) in einer feuchten Kammer inkubiert. Der

anschließend aufgetragene Detektionsmix enthielt 85µl 5% NFDM/4xSSC sowie

15µl FAB-Fragmente (Anti-Dig) und 1µl Avidin (Anti-Biotin). Diese beiden primären

Antikörper sind mit einem signalgebenden System (FITC und Cy3) gekoppelt und

binden an die bei der Markierung eingesetzten Antigene (Digoxygenin und Biotin).

Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten bei 37°C in der feuchten Kammer wurden

die Schnitte 3x 3 Minuten in 1xPBS gewaschen und 10 Minuten getrocknet. Ansch-

ließend wurde eine Antifade-Lösung, deren enthaltener Farbstoff DAPI die Chromo-

somen anfärbt und durch UV-Licht angeregt wird, aufgetragen. Diese Lösung vermin-

dert zudem das Verblassen der Signale während des Mikroskopierens. Die Schnitte

wurden mit Deckgläschen abgedeckt und 15 Minuten im Dunkeln inkubiert. Die

Präparate wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

Zur methodischen Überprüfung wurden zusätzlich an einigen Gewebeschnitten an-

stelle der PAC-Sonden, eine Zentromer 17/ HER-2-Sonde eingesetzt.

2.2.6. Immunhistochemie

2.2.6.1. Immunhistochemischer Nachweis der HMGA1-, HMGA2-, CD 147- und 

Fra-2- Expression mit der  DAB-Methode

Mit Hilfe des Mikrotoms wurden ca. 5µm-Paraffinschnitte angefertigt und in einem

Wasserbad schwimmend auf APES (3-Aminopropyltriethoxysilan)- beschichtete Ob-

jektträger gezogen. Danach wurden sie 20 Minuten bei 60°C im Wärmeschrank ge-

trocknet. Zum Entparaffinieren und Rehydrieren wurden die Schnitte zweimal für je-

weils zehn Minuten in Xylol gestellt und anschließend durch die absteigende Etha-

nolreihe (100%, 96%) geführt. 

Zur Demaskierung des Antigens wurde eine Mikrowellenvorbehandlung durchge-

führt. Hierfür wurden die Schnitte in mikrowellengeeignete Küvetten mit Citratpuffer

überführt und viermal fünf Minuten in einer Mikrowelle sprudelnd gekocht. Das Ab-

kühlen der Schnitte erfolgte für 30 Minuten bei Raumtemperatur. Die Präparate wur-

den kurz in Aqua dest. gespült. Danach folgte die Methanolblockade zur Hemmung

der endogenen Peroxidase im Gewebe. Die Schnitte wurden für 20 Minuten in einer

frisch angesetzten  Methanol- H2O2-Lösung inkubiert, die Flüssigkeit wurde 

abgegossen, und die Präparate wurden 2mal in TBS für 5 Minuten gespült.
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Zur Absättigung der unspezifischen Bindungen wurden die Objektträger in eine

feuchte Kammer überführt. Auf jeden Objektträger wurden 100µl Normalserum des

Tieres, in dem der zweite Antikörper erzeugt wurde (Schwein), in der Verdünnung

1:10 pipettiert. Die Inkubation der Schnitte erfolgte über 30 Minuten in der feuchten

Kammer bei Raumtemperatur. 

Für die Primärantikörperbehandlung wurden für die HMGA1- und HMGA2-Färbung

die polyklonalen Antikörper gegen das menschliche HMGA1-bzw. HMGA2-Protein

aus dem Kaninchen in der Verdünnung 1:100 verwendet. Das Vorgehen für die Fra2-

Färbung unterschied sich lediglich in der Wahl des Primärantikörpers. Hier fand ein

polyklonaler Antikörper gegen das humane Fra2-Genprodukt aus dem Kaninchen in

einer Verdünnung von 1:100 Verwendung. Für die immunhistochemische Untersu-

chung von EMMPRIN in den Rezidiven des pleomorphen Adenoms wurde CD 147

als primärer Antikörper in der Verdünnung 1:100 verwendet.

Nachdem das Normalserum abgekippt worden war, wurden 100ml des jeweiligen

Primärantikörpers auf die Präparate pipettiert. Die Inkubation der Schnitte erfolgte in

einer feuchten Kammer bei 4°C im Kühlschrank über Nacht. Anschließend wurden

sie dreimal jeweils drei Minuten in TBS gewaschen. 

Nun erfolgte die Inkubation mit dem Sekundärantikörper. Dafür wurden Paraffin-

schnitte mit biotiniliertem, Schwein-Anti- Kaninchen IgG Sekundärantikörper in der

Verdünnung 1:200 (jeweils 100µl pro Schnitt) über 30 Minuten in einer feuchten Kam-

mer bei Raumtemperatur inkubiert. Die Herstellung des ABComplexes Vectastain AP

erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Diese Lösung wurde vor der Weiterver-

wendung für 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen, damit die Lösungen

miteinander reagieren konnten.

Die Schnitte wurden dreimal drei Minuten lang mit TBS gewaschen. Der ABComplex

wurde (100µl pro Schnitt) auf die Objektträger pipettiert. Inkubiert wurde wiederum in

einer feuchten Kammer für 30 Minuten. Anschließend wurden die Präparate 3 x 5 Mi-

nuten in TBS gespült.

Für die Detektion (Diaminobenzidinreaktion, DAB) wurde die DAB-Gebrauchslösung

nach den Angaben des Herstellers angesetzt.  Die Schnitte wurden wieder in einer

feuchten Kammer für 10 Minuten bei Raumtemperatur mit jeweils 100µl DAB-Ge-

brauchslösung inkubiert und anschließend mit Aqua dest. gespült.

Zum Gegenfärben wurden die Schnitte für 10 Sekunden in Mayers Hämalaun 1:1 mit

Aqua dest. gestellt. Das Bläuen erfolgt durch Spülen der Schnitte in fließendem Lei-

tungswasser für zwei Minuten.

Vor dem Eindeckeln wurden die Objektträger durch eine aufsteigende Alkoholreihe
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geführt (jeweils zweimal zehn Sekunden 80% Ethanol, 95% Ethanol, 100% Ethanol).

Dann folgte die Überführung der Präparate in Xylol und das Eindeckeln mit  Eukitt.

Anschließend erfolgte mit Hilfe des Mikroskopes die Auswertung der immunhistoche-

misch gefärbten Präparate.

Zur methodischen Überprüfung wurden Gewebeschnitte des Darms mit dem polyklo-

nalen S 100 Antikörper als Positivkontrolle und Negativkontrollen, bei denen  Antibo-

dy Diluent Lösung anstelle der primären Antikörpern verwendet wurde, eingesetzt.

2.2.7. Scid-Maus

Die Mäuse, deren Immunsystem genetisch ausgeschaltet ist, wurden unter sterilen

Bedingungen gehalten (IVC-Rack, Techniplast) und mit sterilem Futter und Wasser

(ssniff Spezialdiäten Soest) gefüttert.

Sie hatten ein Alter von 8-12 Wochen und ein Gewicht von 21-29g.

Es wurden die Zellen des 11. Rezidivs verwendet. Sie wurden zunächst in GIBCO

RPMI 1640/+10% fetales Kälberserum kultiviert. Mit dem Cell-Counter & Analyser

System (Schärf-Systeme) wurden die Zellen gezählt und auf ihre Vitalität überprüft. 

Jede Maus bekam eine subkutane Injektion mit einer Million Tumorzellen in 200 µl

Kulturmedium zwischen die Schulterblätter.

Das Gewicht des Tumors sollte bei der Entnahme 1,25g betragen. Die Wachs-

tumsrate des Tumors wurde durch die Zunahme des Gewichtes pro Tag definiert.

In dem Fall eines Tumorwachstums wird die Maus bei Erreichen einer ausreichen-

den Tumorgröße getötet. Es wurde der Tumor sowie Lunge, Leber, Milz und Ster-

num entnommen. Der Primärtumor wird für 24 Stunden  in  4%iges Formalin ge-

geben, anschließend mit Natriumphosphatpuffer gespült, in Alkohol dehydriert

und in Paraffin eingebettet. Es werden mehrere 5µm dicke Paraffinschnitte ange-

fertigt, von denen einige mit Hämatoxylin/Eosin gefärbt und unter dem Mikroskop

untersucht werden.
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3. Ergebnisse

3.1. Histologie der Rezidive des pleomorphen Adenoms

Der Primärtumor sowie das erste, nach elf Jahren aufgetretene Rezidiv zeigen die

klassischen histologischen Merkmale eines pleomorphen Adenoms.

Das zweite Rezidiv, welches fünf Jahre nach dem ersten Rezidiv auftrat, zeigt eine

überwiegend myoepitheliale Differenzierung mit zum Teil zystischen Gangstrukturen

und mukoider Matrix (Abb.1).

Das nach weiteren zwei Jahren folgende Rezidiv stellt sich in einer ausschließlich

myoepithelialen Differenzierung dar (Abb.2).

Abb.1 H&E-Färbung 2.Rezidiv (6167/87)

Abb.2 H&E-Färbung 3.Rezidiv (3282/89)



Weitere histologische Veränderungen sind in dem Gewebe der in den folgenden

sechs, zehn und zwölf Jahren aufgetretenen Rezidive zu erkennen.

Sie sind besonders zellreich mit überwiegend myoepithelialen Zellen plasmazytoiden

Types (Abb.3, Abb.4 und Abb.5).
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Abb.3 H&E-Färbung 4.Rezidiv (550/95)

Abb.4 H&E-Färbung  6.Rezidiv (1403/00)

Abb.5 H&E-Färbung  8.Rezidiv (2180/02)
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Im weiteren Verlauf zeigen die Rezidive eine zunehmend zellärmere, spindelzellige-

re Differenzierung mit nur noch teilweise auftretenden myoeoithelialen Zellen plas-

mazytoiden Types und einer zunehmend chondroiden Matrixdifferenzierung. Es sind

histologische Merkmale eines myoepithelialen Karzinoms zu erkennen (Abb.6 und

Abb.7).

3.2. Zellkulturen

3.2.1. Wachstumsverhalten der Zellen

Aus dem Gewebe des elften Rezidivs, 33 Jahre nach dem ersten  Auftreten des pleo-

morphen Adenoms, konnten die Tumorzellen isoliert und in einer Primärkultur ange-

legt werden.

Eine Subkultivierung dieser Zellen  erfolgte, wenn sich eine konfluente  Zellschicht

auf dem Boden der Kulturflasche gebildet hatte (Abb. 8).

Abb.6 H&E-Färbung  12.Rezidiv (6941/03) Abb.7 H&E-Färbung  14.Rezidiv (3638/04)

Abb.8 Kultivierte Tumorzellen
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Die Zellen zeigten ein stetiges Wachstum, das anhand einer Wachstumskurve, wel-

che die Zunahme der Zellzahl innerhalb von 24 Stunden über einen Zeitraum von

zwölf Tagen demonstriert, dokumentiert wurde.  Es ist zu erkennen, dass die Zellen

ab dem elften Tag in eine stationäre Phase eintraten (Abb.9).

3.2.2. Etablierung  und Charakterisierung einer Zelllinie

Bei der Subkultivierung der Zellen in Kulturflaschen kam es nach der fünften Pas-

sage  zu einer spontanen Immortalisierung der Tumorzellen, aus denen eine Zell-

linie etabliert werden konnte. Zellen dieser Zelllinie des pleomorphen Adenoms

wurden eingefroren und stehen für weitere Versuche und vergleichende Studien zu

Verfügung.

Abb.9 Wachstumskurve 
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Zur Charakterisierung dieser Zelllinie wurden an den Zellen Chromosomenpräpara-

tionen für die  Erstellung eines Karyogramms durchgeführt.

Das Karyogramm zeigt, neben verschiedenen chromosomalen Veränderungen, die

für pleomorphe Adenome typische Translokation t(3; 8) (Abb.10).

3.3. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

FISH-Analysen wurden an den Zellen des elften Rezidivs und an dem

Paraffingewebe der aufgetretenen Rezidive durchgeführt.

3.3.1. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an Zellen 

An den Zellen dieser immortalisierten  Zelllinie wurden FISH-Analysen mit den PAC-

Klonen 234 und 235, die das PLAG1-Gen flankieren, zum Nachweis des Fusions-

gens PLAG1 durchgeführt.

Die untersuchten Zellen zeigten Veränderungen dieses Gens.

Abb.10 Karyogramm der Zelllinie mit dem Karyotyp 47, XX, der (3)t(3;8)(p13;q12) (rot markiert),
-4, +5, der(5)t(3;5)(p13;q14), der(6)t(4;6)(p12;q13), +7, inv(7)(p12q31.2), del(8)(q12)
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3.3.2. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an Paraffingewebe  (PLAG1)

An den Gewebeschnitten von mehreren Rezidiven wurden Interphase FISH-Analy-

sen mit den PAC-Klonen 234 und 235 durchgeführt, um die Frage zu beantworten,

ob die Rearrangierung des PLAG1-Gens in der Entstehung des pleomorphen

Adenoms involviert ist oder ob diese Veränderung während des Krankheitsverlaufes

aufgetreten ist.

Die Veränderung des PLAG1-Gens war ab dem achten Rezidiv  nachzuvollziehen. 

Die vorliegende Translokation ist durch zwei getrennte Signale und ein fusioniertes

Signal  zu erkennen (Abb.11 a-c).

Es ist anzunehmen, dass diese Veränderungen seit dem Auftreten des ersten Tu-

mors bestehen, jedoch war die Interpretation früherer Gewebeschnitte schwierig, da

die Signale nur sehr schwach  oder nicht zu erkennen waren.

Abb.11 a Interphase FISH, PAC 234 (rot) Abb.11 b Interphase FISH, PAC 235 (grün)

Abb.11 c Interphase FISH, PAC 234 (rot), PAC
235 (grün), Fusionsgen (gelb
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3.3.3. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an Paraffingewebe 

(Zentromer 17/ HER- 2)

Die Zentromer 17/HER-2-Sonde wurde als Kontrolle eingesetzt, um präparato-

risch bedingte falsch-negativ Ergebnisse auszuschließen.

Dadurch konnte in den Zellen des ersten Rezidivs  eine Polysomie 17 erkannt

werden (Abb.12 a-c)

Abb.12 a Interphase FISH, HER-2-Sonde Abb.12 b Interphase FISH, Zentromer17-Sonde

Abb.12 c Interphase FISH, HER-2-Sonde und
Zentromer 17-Sonde

3.4. Immunhistochemische Untersuchungen

Es wurden an insgesamt neun ausgewählten paraffineingebetteten Gewebe-

proben der  Rezidive  immunhistochemische Untersuchungen mit HMGA1-,

HMGA2-, CD147- und Fra-2-Antikörpern durchgeführt.



Abb.13 a positive nukleäre HMGA1-Färbung
12.Rezidiv (6941/03)
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3.4.1. Ergebnisse zur HMGA 1-Expression

Ab dem zehnten Rezidiv war eine HMGA1-Expression in den Zellkernen des Tu-

mors zu erkennen.

Stellenweise trat eine Begleitreaktion im angrenzenden Stroma auf (Abb.13 a, b)

3.4.2. Ergebnisse zur HMGA 2-Expression

In keinem Rezidiv war eine HMGA2-Expression zu erkennen.

Stellenweise zeigte sich ebenfalls eine Begleitreaktion im umliegenden Bindege-

webe.

3.4.3. Ergebnisse zur CD 147-Expression

Ab dem zwölften Rezidiv zeigte sich in den Tumoren eine  CD 147-positive Mem-

branfärbung (Abb.14 a, b).

Abb.13 b positive nukleäre HMGA1-Färbung
12.Rezidiv (6941/03)

Abb.14 a positive membranäre CD147-Fär-
bung 12.Rezidiv (6941/03)

Abb.14 b positive membranäre CD147-Färbung
12.Rezidiv (6941/03)
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3.4.4. Ergebnisse zur Fra-2-Expression

Die Tumorzellen waren in allen untersuchten Rezidiven Fra-2 negativ.

3.5. Überprüfung des Tumorwachstums im Scid-Maus-Modell

Die Tumorzellen des elften Rezidivs wurden einer Scid-Maus subkutan injiziert.

Auch nach wiederholter Injektion entwickelte sich in diesen Mäusen kein Tumor-

wachstum.
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4. Diskussion

4.1. Klinische Daten im Zusammenhang mit dem Auftreten von Rezidiven des

pleomorphen Adenoms

Bei der Diagnosestellung des Primärtumors betrug das Alter der in dieser Stu-

die untersuchten Patientin 37 Jahre und lag damit nur unwesentlich über dem

Durchschnitt des beschriebenen Alters, welches typisch für das Auftreten eines

multipel rezidivierenden pleomorphen Adenoms ist. 

Das Alter der Patienten, bei denen ein pleomorphes Adenom mit mehreren Re-

zidiven beschrieben wurde, liegt zwischen 26,9 (Stanley et al., 1984) und 33,5

Jahren (Watkin et al., 1977). Chilla et al. (1986) nehmen an, dass Tumorzellen

bei jüngeren Patienten ein stärkeres Wachstumspotential aufweisen als bei äl-

teren Patienten.

Unterstützt wird diese Annahme durch Untersuchungen von Krolls et al. (1972),

Fee et al. (1978), Maran et al. (1984), Stanley et al. (1984), Mc Gregor et al.

(1988) und Myssiorek et al. (1990), die für das pleomorphe Adenom, welches

normalerweise zwischen dem 5. und 6. Lebensjahrzehnt auftritt, eine  Korrela-

tion zwischen dem Alter des Patienten bei dem ersten Auftreten des Tumors

und der Häufigkeit der nachfolgenden Rezidive dokumentieren. Demnach sind

Patienten mit mehr als einem Rezidiv  deutlich jünger (mittleres Alter: 28 Jahre

zum Zeitpunkt der Diagnose des Primärtumors) als Patienten, bei denen der Tu-

mor nur einmal rezidiviert (mittleres Alter: 35 Jahre zum Zeitpunkt der Diagno-

se des Primärtumors) (Laskawi et al., 1998).

Es wird aber auch ein Zusammenhang zwischen der Anzahl der Rezidive und

der durchgeführten Operationstechnik beschrieben. Enuklierte Tumore weisen

eine höhere Rezidivrate (20% - 45%) auf (Stennert, 2001), als Tumore nach ei-

ner lateralen oder totalen Parotidektomie (Rezidivrate 1% - 5%) (Douglas,

2001).

4.2. Histologische Merkmale einer malignen Transformation

Während der Primärtumor sowie das erste nach elf Jahren aufgetretene Rezi-

div die klassischen histologischen Merkmale eines pleomorphen Adenoms auf-

weisen, zeigen die nach weiteren sechs Jahren aufgetretenen Rezidive eine

überwiegend myoepitheliale Differenzierung. Die nach weiteren sechs, zehn

und zwölf Jahren folgenden Rezidive stellen sich zellreich mit überwiegend

myoepithelialen Zellen plasmazytoiden Types dar. Weitere Rezidive folgten im

Ein-Jahres-Rhythmus. Sie zeigen eine zunehmend zellärmere, spindelzelligere
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Differenzierung und histologische Merkmale eines myoepithelialen Karzinoms. 

Dieser fortschreitende Prozess der Differenzierungsänderung lässt die Entwick-

lung eines Karzinoms im pleomorphen Adenom vermuten.

Bekannt ist, dass eine maligne Entartung in Form eines Karzinoms im pleomor-

phen Adenom in 3-4 % der Fälle auftritt (Seifert, 1991). 

Von Altenati et al. (2005) wurden die Zelltypen in einem pleomorphen Adenom

beschrieben, welche sich maligne transformieren. In den meisten Fällen (75%)

sind dies die lumenbegrenzenden, epithelialen Zellen. In 19% zeigen die ent-

standenen Karzinome eine epithelial-myoepitheliale Differenzierung und in 6%

eine rein myoepitheliale Differenzierung.

Dennoch gibt es keine eindeutigen histologischen Merkmale, die auf ein erhöh-

tes Risiko einer malignen Progression in einem benignen pleomorphen Adenom

hinweisen, obwohl die Kriterien, welche die benignen Anteile von den malignen

in einem Karzinom im pleomorphen Adenom unterscheiden, ausführlich be-

schrieben sind (Auclair, 1996).

Von Cheuk und Chan wurden 2007 drei prognostisch signifikante Phasen in der

Entwicklung eines Karzinoms im pleomorphen Adenom beschrieben. In der er-

sten Phase ersetzen Karzinomzellen mit großen atypischen Kernen die dukta-

len Zellen des pleomorphen Adenoms. Diese Zellen sind noch umgeben von

neoplastischen myoepithelialen Zellen des vorher bestehenden pleomorphen

Adenoms. Dieser Zustand kann als eine Form eines in-situ-Karzinoms ohne

metastasierendes Potential angesehen werden. Die zweite Phase beschreibt

ein intrakapsuläres Karzinom im pleomorphen Adenom, bei dem die malignen

Zellen in das umliegende Tumorstroma invadieren, ohne die Kapsel des pleo-

morphen Adenoms zu durchdringen. Auch in dieser Phase besteht noch eine

sehr gute Prognose bei kompletter Exzision des pleomorphen Adenoms. Karzi-

nome im pleomorphen Adenom werden im Zustand der dritten Phase als inva-

siv angesehen. Die Karzinomzellen durchbrechen die fibröse Kapsel des pleo-

morphen Adenoms. In dieser Phase ist die Prognose abhängig von dem Aus-

maß der extrakapsulären Invasion. Der Karzinomanteil kann in vielfältiger histo-

logischer Differenzierung sowohl als adenoidzystisches Karzinom, Speichel-

gangkarzinom, Basalzell-adenokarzinom, Adenokarzinom, Mukoepidermoidkar-

zinom, adenosquamöses  Karzinom und auch als myoepitheliales Karzinom

vorkommen.
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4.3. Etablierung und Charakterisierung einer Zelllinie

Es ist gelungen aus dem Tumorgewebe des elften Rezidivs Zellen zu kultivie-

ren. Das Wachstumsverhalten wurde anhand einer Wachstumskurve dokumen-

tiert, welche die Zunahme der Zellzahl innerhalb von 24 Stunden über einen

Zeitraum von zwölf Tagen demonstriert.

Die Wachstumskurve zeigt ein zunächst stetig zunehmendes Wachstum der Tu-

morzellen. Ab dem elften Tag ist zu erkennen, dass die Zellen in eine stationä-

re Phase übergehen. 

Bei der Subkultivierung der Zellen in Kulturflaschen kam es nach der fünften

Passage zu einer spontanen Immortalisierung der Tumorzellen, aus denen die

Zelllinie (MH-1) etabliert werden konnte.

Die Zellen von Speicheldrüsentumoren gelten als besonders schwer zu kultivie-

ren. Im Durchschnitt beträgt die Lebenszeit 3,7 Passagen (Stern et al., 1990).

Dies beschränkt die Möglichkeiten eine Zelllinie zu etablieren, und daher gibt es

nur wenige Zelllinien, die komplexe karyotypische Veränderungen aufweisen

(Bullerdiek et al., 1990; Kazmierczak et al., 1992; Fujioka et al., 1996) und für

weiterführende Experimente eingesetzt werden könnten.

Primärkulturen von Speicheldrüsen wachsen in der Regel sehr langsam. Nach

wenigen Passagen (<10) werden die Zellen größer, flachen ab, scheinen zu al-

tern und sind in den meisten Fällen nicht länger zu kultivieren. (Queimado et al.,

1999).

Für den Fall einer spontanen Immortalisierung ist bekannt, dass diese Zellen

zuvor in eine Krise übergehen, die definiert ist als eine Phase des Stillstandes

oder des stark reduzierten Wachstums (Shay et al., 1993). Anhand der Wachs-

tumskurve lässt sich der Beginn dieser Krise bei der Zelllinie (MH-1) auf den

elften Tag bestimmen.

Eine Studie von Queimado et al. (1999), bei der Zellkulturen von benignen und

malignen Tumorzellen mit HPV16 transformiert wurden, um eine Immortalisie-

rung der Zellen zu erreichen, zeigt, dass die transformierten Zellen nicht in die-

se kritische Phase eintraten.  Nach 11-33 Tagen zeigte sich, dass die Zellen

über den Monolayer hinaus wuchsen und Ansammlungen bildeten, bei denen

ein Wachstum ohne eine Zellkontaktinhibition zu erkennen war. In dieser Studie

wurde zudem beschrieben, dass zwei untransformierte Zelllinien von malignen

Tumoren ebenfalls in einen immmortalisierten Zustand übergingen, nachdem

sie zwischen der 7. und 11. Passage ein reduziertes Wachstum zeigten.
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Das Karyogramm der etablierten Zelllinie (MH-1) zeigt neben der für pleomor-

phe Adenome charakteristischen Translokation (t (3;8)(p13;q12)) verschiedene

chromosomale Veränderungen.

Über die zytogenetischen Merkmale, die charakteristischerweise bei rezidivie-

renden pleomorphen Adenomen vorkommen,  ist nur sehr wenig bekannt.

Es lässt sich nur vermuten, dass die zusätzlichen Rearrangierungen im Zusam-

menhang mit der ausgeprägten Rezidivneigung und der Tendenz zur malignen

Transformation dieses pleomorphen Adenoms stehen.

4.4. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

4.4.1. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mit PLAG1-spezifischen Sonden

Mittels PLAG1-spezischer PAC-Sonden, die das PLAG1-Gen flankieren, wurde

an den Zellen der immortalisierten Zelllinie aus dem Tumorgewebe des elften

Rezidivs die Translokation des Chromosoms 8q12 mit  Fluoreszenz-in-situ-Hy-

bridisierung nachgewiesen.

Somit ist dieses pleomorphe Adenom eindeutig der ersten von den vier bereits

beschriebenen zytogenetischen Subgruppen zuzuteilen. 

Diese Gruppe, der pleomorphe Adenome mit einer Rearrangierung in der chro-

mosomalen Bande 8q12 zugeordnet sind, tritt in 39% der pleomorphen Adeno-

me mit einem veränderten Karyotyp auf (Sandros et al., 1990; Bullerdiek et al.,

1993; Mark et al., 1997).

Obwohl auch für Lipoblastome chromosomale Veränderungen im Bereich der

Bande 8q12 beschrieben wurden, wird das PLAG1 enthaltene Fusionsgen bei

Neoplasien der Speicheldrüse als tumorspezifisch angesehen. Es eignet sich

somit als diagnostischer Marker für pleomorphe Adenome und kann durch RT-

PCR oder Interphase-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung detektiert werden (Kas

et al., 1997; Voz et al., 1998).

Auch hinsichtlich der zytogenetischen Befunde passt das  Alter der Patientin (37

Jahre) bei dem ersten Auftreten dieses Tumors zu den Ergebnissen einer Stu-

die von Bullerdiek et al. (1993). Hier konnte gezeigt werden, dass Patienten mit

einem pleomorphen Adenom, welches eine PLAG1-Veränderung aufweist, sig-

nifikant jünger (39,3 Jahre) sind als Patienten deren pleomorphes Adenom ei-

nen normalen Karyotyp aufweist (51,1 Jahre).

Mit Hilfe dieser PLAG1-Sonden wurde versucht, an den vorliegenden Gewebe-

proben aller Rezidive eine Rearrangierung im PLAG1-Gen nachzuweisen. Es

sollte die Frage beantwortet werden, ob die chromosomalen Veränderungen,
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das PLAG1-Gen betreffend, ein frühes Ereignis in der Tumorgenese darstellen

und somit evtl. direkt in die Entstehung des Tumors involviert sind, oder ob die-

se Veränderungen erst im weiteren Verlauf der Erkrankung aufgetreten sind.

Methodisch bedingt war die Rearrangierung im PLAG1-Gen erst ab dem ach-

ten Rezidiv sicher zu erkennen. Die beobachtete Abnahme in der Signalstärke

scheint im Zusammenhang mit dem  Alter des paraffineingebetteten Gewebes

zu stehen. Als mögliche Gründe sind eine durch DNasen degradierte DNA und

früher abweichende Fixierungsprotokolle, welche u. a. zu einer starken Protein-

vernetzung führen, in Betracht zu ziehen. Somit konnten bei den älteren Schnit-

ten die Tumorzellen, die Kerne und die darin befindliche DNA für die Sonden

auch durch verlängerte Verdauzeiten mit Proteinasen nicht in allen Fällen ver-

lässlich zugänglich gemacht werden. Hinzu kam, dass die bereits stark degra-

dierte DNA von den Sonden nicht mehr oder nur teilweise erkannt wurde.

Es ist aber anzunehmen, dass diese Veränderungen bereits im Primärtumor

vorhanden waren, nur war die Interpretation älterer (über 10 Jahre) Gewebe-

schnitte schwierig, da die Signale aus den genannten Gründen nur sehr

schwach  oder gar nicht zu erkennen waren. Um diesbezüglich verlässliche Er-

gebnisse zu erhalten, könnten bei weiterführenden  Versuchen längere DNA –

Sonden eingesetzt werden, die zu einer Signalverstärkung beitragen können.
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4.4.2.Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mit einer HER-2-Sonde in Kombination

mit der Zentromer 17-Sonde 

Zur Überprüfung der FISH-Analysen und zum Ausschluss von präparatorisch

bedingten falsch-negativen Ergebnissen wurde eine etablierte HER-2-Sonde

und die dazugehörige Zentromer 17-Sonde eingesetzt. Beide Sonden eignen

sich aufgrund ihrer zuverlässigen Ergebnisse in zahlreichen Versuchsreihen als

Kontrollen. 

Interessanterweise ergab diese Kontroll-FISH mit der Zentromer 17-Sonde,

dass in den Tumorzellen des ersten Rezidivs eine Polysomie 17 vorliegt,

während das Karyogramm, das von den Zellen des elften Rezidivs erstellt wur-

de, keine Anomalien des Chromosoms 17 zeigte.

Die Tumorgenese wird als ein Mehrschritt-Prozess angesehen, in dem erst die

Addition mehrerer Alterationen sowohl von Chromosomen, Genen und Protei-

nen zu einem malignen Tumor führen. Untersuchungen an Plattenepithelkarzi-

nomen der Kopf-Hals-Region lassen vermuten, dass das Auftreten einer Poly-

somie 17 im Verlauf von einer Hyperplasie über eine Dysplasie  zu einem Kar-

zinom zunimmt (Voravud et al., 1993). Auch im adenoidzystischen Karzinom der

Speicheldrüse wurde vermehrt eine Polysomie 17 gefunden (Li et al., 1995). In

einer Studie von Li et al. (1997) wurden pleomorphe Adenome sowie Karzino-

me im pleomorphen Adenom hinsichtlich einer numerischen Veränderung des

Chromosoms 17 untersucht. Daraus ergab sich, dass eine Polysomie 17 häufi-

ger im Karzinom im pleomorphen Adenom (19,6%) als im pleomorphen Adenom

(9,6%) vorliegt. Eine Monosomie des Chromosoms 17 trat hingegen in ähnli-

cher Verteilung im Karzinom im pleomorphen Adenom (30,8%) und im pleomor-

phen Adenom (29,6%) auf. Im Vergleich mit der Kontrollgruppe (normales Spei-

cheldrüsengewebe) zeigten die pleomorphen Adenome wesentlich häufiger

eine Monosomie 17. Dieser Verlust von Chromosom 17 wird als ein Phänomen

erachtet, das auftritt bevor es zu einer malignen Transformation des pleomor-

phen Adenoms kommt (Li et al., 1997).

Vor diesem Hintergrund scheint der im Verlauf der Rezidive beobachtete Ver-

lust der Polysomie 17 zu zeigen, dass eine Selektion bestimmter Zellen, die auf-

grund einer geringeren Chromosomenanzahl einen Proliferationsvorteil erhal-

ten, vorliegt.

Der HER-2-Nachweis dient üblicherweise dem Nachweis einer Genamplifikati-

on und wird deshalb zusammen mit der Zentromer 17- Sonde eingesetzt. Auf-

grund der Regel der Dosisproportionalität für autosomale Gene, die besagt,
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dass die Menge des gebildeten Genproduktes (RNA oder Protein) zur Anzahl

der Genkopien angenähert proportional ist, resultiert auch im Falle einer Poly-

somie 17 daraus eine  Erhöhung der HER-2-Genkopienzahl, und somit ist eine

HER-2-Überexpression zu erwarten.  

Der HER-2-Überexpression bzw. Gen-Amplifikation wird nicht nur beim Mam-

ma-Karzinom eine Rolle bei der malignen Transformation zugesprochen (Muller

et al., 1994; Rosa et al., 1996; Di Palma et al., 2005).

In einer Studie von Tapia (2007) wurde eine HER-2-Überexpression und Ampli-

fikation u.a. auch in Karzinomen der Harnblase, des Magens, des Endometri-

ums, der Lunge und des Ovars beschrieben.

Molekulare Studien an pleomorphen Adenomen zeigten jedoch nur selten eine

Amplifikation und / oder Überexpression von HER-2 (Stenman et al., 1991;

Rosa et al., 1997).

4.5. Immunhistochemie

4.5.1. HMGA1- und HMGA2-Immunhistochemie

Im Zusammenhang mit pleomorphen Adenomen wird vor allem die Expression

von HMGA2 beschrieben, da eine Rearrangierung des Chromosoms 12q13-15

in 8% der pleomorphen Adenome mit einem veränderten Karyotyp auftritt (As-

har et al., 1995; Geurts et al., 1997; Geurts et al., 1998, Schonmakers et al.,

1995). Der Verlust der Heterozygotie im chromosomalen Bereich 12q kann

ebenfalls ein Potential zur malignen Entartung beinhalten (El-Naggar et al.,

2000). Die Amplifikation und Überexpression des HMGA2-Gens auf Chromo-

som 12q13-15 stellt ein weiteres wichtiges genetisches Ereignis hinsichtlich ei-

ner malignen Transformation dar (Roijer et al., 2002).

Eine HMGA2-Expression war jedoch in den Zellkernen des Tumors nicht detek-

tierbar. 

In der  Literatur  werden die pleomorphen Adenome, welche durch einen verän-

derten Karyotyp charakterisiert sind, aufgrund der vorhandenen chromosoma-

len Veränderungen (8q12-Rearrangierung oder 12q13-15 -Rearrangierung) in

entsprechende Subgruppen unterteilt. (Sandros et al., 1990; Bullerdiek et al.,

1993; Mark et al., 1997). 

Aufgrund der zytogenetischen Untersuchungen ist anzunehmen, dass ein pleo-

morphes Adenom entweder eine Rearrangierung im Bereich des HMGA2-Gens

oder des PLAG1-Gens aufweist. 
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Eine HMGA1-Expression war allerdings immunhistologisch in den Zellkernen

des Tumors ab dem zehnten Rezidiv  nachweisbar. Dieses Ergebnis deckt sich

mit den Beobachtungen bei kolorektalen Karzinomen. Die Reaktivierung der

HMGA1-Expression ist bei der Tumorgenese anscheinend ein relativ spätes Er-

eignis (Abe et al., 1999). 

Das in dieser Arbeit untersuchte rezidivierende pleomorphe Adenom zeigt mit

der späten Reaktivierung der HMGA1-Expression Ähnlichkeiten zum Ablauf der

Kanzerogenese beim Kolonkarzinom.

4.5.2. CD147- und Fra-2-Immunhistochemie

Um auch den Aspekt der Tumorinvasion, ein vorrangiges Malignitätsmerkmal,

zu berücksichtigen, wurden immunhistochemisch Faktoren (CD147 und Fra-2)

nachgewiesen, die an diesem Prozess beteiligt sind. 

Eine positive CD147-Membranfärbung zeigte sich bei den untersuchten Gewe-

beschnitten ab dem zwölften Rezidiv. 

Diese späte CD147- Expression scheint im Zusammenhang mit der malignen

Transformation des untersuchten Tumors zu stehen, da CD147 über die Aktivie-

rung von MMP’s an dem Invasions- und Metastasierungsprozess maligner Tu-

more beteiligt ist (Zucker et al., 2001).

In einer Studie von Riethdorf et al. (2006) konnte gezeigt werden, dass bei Kar-

zinomen der Speicheldrüsen (adenoidzystisches Karzinom, Mukoepidermoid-

karzinom, undifferenzierten Karzinomen  und Azinuszellkarzinomen) eine deut-

lich höhere Anzahl an CD 147- positiven Fällen vorliegt als bei benignen pleo-

morphen Adenomen der Speicheldrüsen.

Im aktuellen Fall liegt eine Verlaufsstudie vor, die diese Annahme unterstützt,

dass das CD147-kodierende Gen bereits eine initiale Rolle bei der Tumorpro-

gression spielen kann.

Für eine Fra-2-Expression waren die Tumorzellen aller Rezidive negativ. 

Hier wurde vermutet, dass eine veränderte Fra-2-Expression, wie für andere

Tumoren beschrieben (Milde-Langosch et al., 2004), ebenfalls mitverantwortlich

für das Invasions- und Metastasierungsverhalten der Tumorzellen sein kann.

Fra-2 hat, als Mitglied der Fos-Familie, die Fähigkeit, die Regulation von MMP’s

und weiteren Mitgliedern des proteolytischen Systems, welche an der Degradie-

rung der Basalmembran und der extrazellulären Matrix beteiligt sind, zu beein-

flussen. 

Die Daten einer Expressionsanalyse von Maruya et al. (2004) zeigten im Gewe-
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be von pleomorphen Adenomen, im Vergleich mit normalen Gewebe von Spei-

cheldrüsen, eine erhöhte Fra-2 Expression. In Karzinomen der Speicheldrüse

stellte sich, verglichen mit dem Gewebe pleomorpher Adenome, keine erhöhte

Fra-2 Expression dar.

Fra-2 zählt neben Jun und Fos auch in einer Studie von Weber et al. (2007) zu

den herunterregulierten Proteinen. In dieser Studie wurden Protein-Mikroarray-

Analysen zur Charakterisierung von Protein-Expressionen in Plattenepithelkar-

zinomen der Kopf-Hals-Region durchgeführt. Von 83 untersuchten Proteinen

zeigten 14 eine unterschiedliche Expression in den Plattenepithelkarzinomen

verglichen mit normalem Epithel. Acht dieser Proteine, zu denen auch MMP-7

zählte, waren hochreguliert und sechs herunterreguliert. Diese Ergebnisse las-

sen darauf schließen, dass das regulatorische System, welches zwischen den

MMP’s und dem Transkriptionsaktivator AP1, der durch Zusammenlagerung

von Jun und Fos gebildet wird, besteht, ausgeschaltet wird.

4.6. Verhalten der Tumorzellen im Scid-Maus-Modell

In einem abschließenden Experiment wurde die Agressivität/Dignität des rezidi-

vierenden Tumors im Scid-Maus-Modell überprüft. Während die parallele Injek-

tion von Zellen aus einem Mukoepidermoidkarzinom zu einem Tumorwachstum

führte, zeigten die Zellen des Rezidivs des pleomorphen Adenoms kein Tumor-

wachstum.

Dieses Ergebnis zeigt, dass, obwohl an zytologischen Merkmalen ein Übergang

in ein Karzinom zu erkennen ist, dieser über 30 Jahre rezidivierende Tumor, im

Gegensatz zu einem Mukoepidermoidkarzinom, nicht das maligne Potential be-

sitzt, um in einem Scid-Maus-Modell ein Tumorwachstum ausbilden zu können.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden anhand aller Gewebeproben eines über 30 Jah-

re rezidivierenden pleomorphen Adenoms zelluläre und/oder genetische Verände-

rungen im Verlauf der Erkrankung verfolgt. 

Dabei gelang es, aus den Zellen des elften Rezidivs eine Zelllinie zu etablieren.

Anhand eines Karyogramms wurde die Zelllinie hinsichtlich ihrer chromosomalen

Veränderungen charakterisiert. Die für pleomorphe Adenome typische t(3; 8)

Translokation war neben weiteren chromosomalen Aberationen zu erkennen.

Mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen an den Gewebeproben der Rezidive

konnte eine Rearrangierung im PLAG1-Gen ab dem achten Rezidiv belegt wer-

den. Es ist anzunehmen, dass diese Veränderungen bereits seit dem Auftreten des

ersten Tumors bestanden, jedoch war die Interpretation früherer Gewebeschnitte

schwierig, da die Signale nur sehr schwach waren. 

Eine weitere für pleomorphe Adenome charakteristische Translokation ist die t

(12q13-15), bei der das HMGA2-Gen involviert ist. Das Vorliegen dieser Translo-

kation sollte über den immunhistologischen Nachweis der durch die Translokation

verursachten gesteigerten Expression von HMGA2 dargestellt werden. Während

des gesamten Krankheitsverlaufes war keine HMGA2-Expression zu erkennen,

was darauf schließen lässt, dass sich die Veränderungen im Bereich des HMGA2-

Gens nicht als ein weiteres Ereignis bei der malignen Transformation eines Tumors

entwickeln.

Anzeichen eines malignen Phänotypes ließen sich parallel zu morphologischen

Veränderungen über immunhistologischen Untersuchungen zur Expression von

HMGA1 und CD 147 nachvollziehen, die  ab dem zehnten und zwölften Rezidiv

positiv waren. Histologisch zeigten diese Rezidive zunehmend eine myoepithelia-

le Differenzierung und in später auftretenden Rezidiven histologische Merkmale ei-

nes myoepithelialen Karzinoms.

Zunächst war das Auftreten einer Polysomie 17 im ersten Rezidiv überraschend,

da Literaturdaten eine Polysomie 17 häufiger im Karzinom im pleomorphen

Adenom beschrieben. Eine mögliche Erklärung hierfür wäre eine Selektion von Tu-

morzellen im Verlauf der Erkrankung.

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass sich der Übergang des pleomor-

phen Adenoms (1971) in einen malignen Tumor im Verlauf des hier vorgestellten

rezidivierenden pleomorphen Adenoms hauptsächlich an zytologischen Merkma-

len zeigte, während das Invasionsverhalten zunächst (2004) unverändert war und

keine Anzeichen einer Metastasierung erkennbar waren. Auch besaßen die Zellen

des 11. Rezidivs nicht die Fähigkeit, in Scid-Mäusen einen Tumor auszubilden.
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6. Abkürzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ABC Avidin-Biotin Komplex

AG Antigen

AK Antikörper

AP1 Aktivator-Protein 1

DAB Diaminobenzidin

dest. Destilliert

DNA Desoxyribonukleinsäure

EDTA Dinatriumdihydrogenethylendiamintetraacetat

EMMPRIN Extracellular matrix metalloproteinase inducer

FISH Fluoreszenz-in-situ-hybridisierung

Gl. Glandula

HE Hämatoxilin/ Eosin

HER-2 Human epidermal groth factor receptor 2

HMG High mobility group

HMGA High mobility group protein A

HMGA1 High mobility group protein A1

HMGA2 High mobility group protein A2

HPV Humanes Papilloma Virus

IgG Immunglobulin

M molar

min Minute

MMP Matrixmetalloprotinase

PBS Phosphate buffered saline

PLAG1 Pleomorphic adenoma gene1

RNA Ribonukleinsäure

rpm Rotation per minute

RT-PCR Reverse-Transkription-Polymerase chain reaction

SSC Saline-sodium-citrate-buffer

Tab Tabelle
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