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Einleitung Ziel der Arbeit und Stand der Forschung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Ziel der Arbeit und Stand der Forschung

Ziel der vorliegenden Studie ist zu untersuchen, ob die Aktivitdit der 178-
Hydroxysteroiddehydrogenase 4 (178-HSD 4) in gesunden, nicht laktierenden
Brustdriisenepithelzellen der Frau menstruationszyklusabhéngig variiert. 178-HSD 4, ein
Ostradiol-inaktivierendes Enzym, wird in dieser Studie auf RNA-Ebene durch RT-PCR, auf
Proteinebene durch Immunhistochemie und Aktivititstest im Gewebe nachgewiesen.
Weiterhin wird immunhistochemisch gepriift, ob die Expression von Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren in Brustdriisenepithelzellen menstruationsabhingig variiert. Es soll
auch untersucht werden, ob sich im Brustgewebe Unterschiede hinsichtlich der Expression
von 17B8-HSD 4, Ostrogenrezeptoren und Progesteronrezeptoren feststellen lassen zwischen
Frauen, die orale hormonelle Antikonzeptiva einnehmen, und Frauen, die natiirliche ovarielle

Zyklen aufweisen.

Das Epithel der Brustdriise der erwachsenen Frau unterliegt auch auBlerhalb der
Schwangerschaft und Laktation zyklischen Verdnderungen unter anderem hinsichtlich
sekretorischer Aktivitit [9, 50], Proliferation [45, 51] und Apoptose [10]. Diese Vorginge
werden mit den im Rahmen des ovariellen Zyklus variierenden Blutspiegeln der Hormone
Ostrogene (E) und Progesteron (P) in Zusammenhang gebracht [48]. Besonders groBe
Bedeutung unter den Steroidhormonen besitzt das Ostradiol, das auf das Wachstum der
verschiedenen Gangstrukturen Einfluss nimmt. Auch die Expression von Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren variiert im Epithel der menschlichen Brustdriise wihrend des

ovariellen Zyklus, wie immunhistochemisch und biochemisch gezeigt werden konnte [23, 41,
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47]. In hormonabhingigen Zielgeweben ist neben dem Hormonrezeptorstatus der
Metabolismus der dazugehorigen Steroidhormone ebenfalls von Bedeutung. Der lokale
Abbau von Ostradiol kann beispielsweise im Gewebe zu einer Wirkungsverminderung
fiihren, obwohl hohe Spiegel des Hormons im Blut zirkulieren. Hierbei sind die 178-
Hydroxysteroiddehydrogenasen von erheblicher Bedeutung, da sie am systemischen und
lokalen Ostrogenstoffwechsel im Gewebe und somit an Proliferations- und
Differenzierungsvorgdngen von Zellen bzw. Geweben beteiligt sind (siehe Abb. 1) [38]. Eine
wichtige Rolle spielen in diesem Zusammenhang 178-HSD Typ 1, 2 und 4. 178-HSD Typ 1
wandelt Ostron in Ostadiol um, Typ 2 und Typ 4 Ostradiol in Ostron. 178-HSD 4 nimmt in
verschiedener Hinsicht, z.B. auf Lokalisation, Aminosdureaufbau, Stimulierbarkeit und
Regulation ihres Gens eine Sonderstellung unter den 178- Hydroxysteroiddehydrogenasen ein
[4, 7, 27]. Wihrend die Zyklusabhingigkeit der an der Ostradiolsynthese beteiligten 178-HSD
1 in Brustepithelzellen bereits beschrieben wurde, sind Analysen fiir 178-HSD 4 kaum
vorhanden. 178-HSD 4 wurde als Ostradiol-inaktivierendes Enzym entdeckt und wird
zusammen mit 178-HSD 2 als Gegenspieler der 1768-HSD 1 gesehen. Inzwischen ist bekannt,
dass 1768-HSD 4 u.a. auch in der 3-Oxidation von Fettsduren eine gro3e Bedeutung hat. Eine
zyklusabhédngige Schwankung der 178-HSD 4 Expression konnte darauf hindeuten, dass das
Enzym dennoch eine Rolle im Steroidstoffwechsel spielt. Vor dem Hintergrund
gegenwartiger Modelle zur Tumorentstehung im Epithel der Mamma ist es wichtig, liber
Steroidumsatz und Steroidkonzentration in gesundem Brustgewebe mehr Klarheit zu
schaffen. Um Ansétze zu finden, die auf die Karzinogenese in der weiblichen Brustdriise
schlieBen lassen, ist es wichtig zu wissen, welche Enzyme am Steroidmetabolismus in der
Brustdriise beteiligt sind, zu welchem Zeitpunkt wihrend des Zyklus sie aktiv sind, und ob es
in den Vergleichsgruppen (mit und ohne hormonale Kontrazeption) zu Unterschieden kommt.

Die Expression von Ostrogenrezeptoren und Progesteronrezeptoren in Abhiingigkeit vom
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ZyKklus soll hier nochmals untersucht werden, da bisher keine einheitlichen Ergebnisse in der

Literatur zu finden sind.

Inaktiv Aktiv

Androstendion

 —— Testosteron

1768-HSD

Come e

Abb. 1: Einige durch 173-HSDs enzymatisch katalysierte Reaktionen [1,3]

Ostradiol
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1.2 Die allgemeine Histologie, Morphologie und Physiologie der Brust und der

Brustdriise der erwachsenen Frau, aufserhalb der Laktation und Schwangerschaft

Die Brust (Mamma) und Brustdrise (Glandula mammaria) entwickeln sich in der
Embryonalzeit paarweise im vorderen Bereich der Milchleiste. Beim Menschen entsteht
normalerweise nur ein pektorales Paar, doch konnen Brustwarzen (Mamillen) und Driisen
tiberall entlang der Milchleiste in Erscheinung treten. Jede Mamma besteht aus Haut,
Driisenepithel und einem Stroma aus Fettgewebe und Bindegewebe. Letzteres enthilt
unterschiedliche Kollagene, elastische Fasern, Oxytalanfasern und Proteoglykane [36]. Die
Brustdriise (Glandula mammaria) ist eine modifizierte apokrine Hautdriise [20]. Thre
vollstindige Entwicklung erfahrt sie nur bei der erwachsenen Frau [20]. Die Génge der
Driisenlappen miinden gebiindelt auf der Spitze der Mamille (Brustwarze). Zusétzlich gibt es

im Warzenhof (Areola) noch die apokrinen Montogomery Driisen (siche Abb. 2) [20].

1.2.1 Die Mamille und der Warzenhof

12 bis 20 voneinander unabhingige Ausfiihrungsginge (Ductus papillares) der Brustdriise
miinden an der Oberfliche der Mamille. Jeder einzelne dieser Génge entstammt einem der
Driisenlappen [36]. Die Mamille ist umgeben von einer haarlosen Zone, dem Warzenhof
(Areola mammae) [20]. Dieser ist meist stirker pigmentiert als die umgebende Haut,
besonders bei Frauen, die geboren haben. Diese Pigmentierung kommt durch eine erhohte
Anzahl von Melanozyten zustande [36]. In der Areola findet man verschiedene Arten von
Driisen: Talgdriisen, Schwei3driisen und Montgomery Driisen [36]. Wéhrend der Laktation
sezernieren letztere vermehrt; ihr Sekret verhindert, dass der Séugling beim Stillvorgang Luft

verschluckt, da sie die Mamille und Lippen des Sduglings in engstem Kontakt halten [20].
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Das Stratum reticulare der Haut von Mamille und Areola ist reich an elastischen Fasern und
beinhaltet ein System von radidr angeordneten Biindeln glatter Muskelzellen, den
sogenannten Mamillen-Muskel [20]. Unter dem EinfluB von Kaélte, Beriihrung oder
psychischer Stimulation kénnen die Muskelbiindel die Mamille erigieren, dadurch filtelt sich

die Haut der Mamille (siche Abb. 2) [20].

1.2.2  Das Gangsystem

Jeder der 12-20 Driisenlappen besitzt ein verzweigtes Gangsystem. Dieses beginnt mit dem
unter 1.2.1 genannten Ausfithrungsgang in der Mamille (Ductus papillaris), erfihrt dann eine
spindelformige, 24,5 cm lange Erweiterung: das Milchsickchen (Sinus lactifer).
Anschlieffend folgt der Milchgang (Ductus lactifer), der sich verzweigt und in interlobuldre
Ginge aufspaltet. Diese treten in Driisenlédppchen ein und bilden hier intralobuldre Génge, die
schlieBlich als Endstiicke (Tubuloalveoli) enden [20]. Das Epithel verdndert sich innerhalb
des Gangsystems. Die Ductus papillares sind distal von mehrschichtigem Plattenepithel und
proximal von zweischichtigem kubischen oder prismatischen Epithel ausgekleidet. Im
Bereich des Milchsidckchens herrscht einschichtiges prismatisches Epithel vor, das dann im
Ductus lactifer zweischichtig kubisch wird und nahe den Tubuloalveoli in ein meist
einschichtiges oder zweireihiges kubisches bis prismatisches Epithel iibergeht, das aus
Driisenepithelzellen und Myoepithelzellen besteht (siche Abb. 2). Wellings et al. (1975) [50a,
50b] benutzen eine andere Nomenklatur fiir die terminalen Gangabschnitte und die
Endstlicke: extralobuldre terminale Génge, intralobuldre terminale Géinge und Ductuli
(letztere entsprechen den Tubuloalveoli der Terminologie von Krstic (1991), d.h. den

Endstiicken)[20].
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Legende:

A= Areola

Ad= Fettgewebe

AG = Montgomery-Driisen
B = Muskelgewebe

CT = Bindegewebe

DP = Ductus papillaris

E = Epithel

Ep = Epidermis

ID = Interlobuldrer Gang

I1D = Intralobuldrer Gang
LD = Milchgang

Lobe = Lappen

Lobule = Lappchen

LS = Sinus lactiferus

M = Muskelgewebe

N = Mamille

S = Bindegewebssepten
Ta = Tubuloalveoli

Abb. 2: Die inaktive oder ruhende weibliche Brustdriise aus Krstic 1991 [20].
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1.2.3 Die sekretorischen Endstiicke, Tubuloalveoli und Alveolen

Die sekretorische Einheit der weiblichen Brustdriise bilden die tubuloalveoldren Endstiicke,
die aber nur wahrend der Laktation klar abgrenzbar sind. Sie entwickeln sich vor allem in der
Schwangerschaft und oft andeutungsweise auch postovulatorisch wéhrend des
Menstruationszyklus. Endstiicke und intralobuldre Génge bilden Léppchen. Die Gliederung in
Lappchen ist am deutlichsten erkennbar, wenn die Driise nicht voll entwickelt ist, weil dann
die einzelnen Lappchen durch weite Bindegewebsanteile getrennt sind. In der nicht
laktierenden Driise bilden die Endstiicke tubuldre Strukturen (Tubuloalveoli) mit engem
Lumen, die zumeist nicht scharf von den &hnlich strukurierten intralobuldren Géngen
abzugrenzen sind. Im Epithel der Tubuloalveoli herrschen wenig differenzierte kubische bis
prismatische Zellen vor. Basale myoepithelzelldhnliche Zellen umgeben die Tubuloalveoli
und sind zumeist nur undeutlich zu erkennen. Unter spezieller hormoneller Stimulation findet
in der Schwangerschaft eine sekretorische Differenzierung statt. Das zytoplasmatische
Volumen der Driisenepithelzellen wichst und die Sekretion wird histologisch sichtbar in
Form von blaschenféormigen Granula im Zytoplasma und Fetttropfen in den Zellen und im
Lumen. Das Ausmall der Differenzierung der Lippchen kann zu jedem Zeitpunkt der
Schwangerschaft sehr variieren, und zwar sowohl innerhalb einer einzelnen Driise als auch
zwischen verschiedenen Individuen. Die vollstindige sekretorische Aktivitdt ist einige Tage
nach der Geburt entwickelt [36]. Die ca. 100-200 pm weiten Alveolen sind dann mit
proteinreichem Sekret und mit Fetttropfen gefiillt. Die Epithelien der Driisenendstiicke sind

meistens zu prismatischen Zellen mit weit vorgewdlbtem Apex vergroBert [20].
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1.2.4 Das Stroma

Die Mamma besitzt zwei unterschiedliche Typen von Bindegewebe. Das straffe extralobulire
Bindegewebe schlieBt die Génge und die Lippchen ein und kann in unterschiedlichem
Ausmal} Fettzellen enthalten. Das zellreiche, lockere, intralobuldre und proteoglykanreiche
Bindegewebe (Mantelgewebe) umrahmt die kleineren Gédnge und Alveolen innerhalb eines

Lappchens [36].

1.2.5 Die Durchblutung und Innervation

Die menschliche Brust wird durch Rami mammarii mediales (aus A. thoracica interna), Rami
mammarii laterales (aus A. intercostalis posterior und somit Aorta thoracica) sowie weiteren
Rami mammarii laterales (aus der A. thoracica lateralis) versorgt. Das sich entwickelnde
Gangsystem wéchst von der Mamille ausgehend innerhalb der Bindegewebssepten des
subkutanen Fettkissens. Die Génge der weiblichen Brustdriise und die Blutgefdf3e weisen ein
variables Verzweigungsmuster auf. Der Lymphflu3 der laktierenden Driise ist hoch. Es gibt
zwar keine Lymphkapillaren innerhalb der Lappchen, aber feine Lymphgefifle umranden sie.
Grofle Lymphgefdfie befinden sich in den Bindegewebssepten. Beim Mensch fiithren diese
hauptsdchlich zu den axilldren Lymphknoten [36]. Die Innervation der Brust erfolgt {iber
somatisch sensible und sympathische Fasern. Einzelne oder verzweigte sensible Endorgane
sind hdufig in der Haut der Mamillenspitze. Weniger sensible Strukturen gibt es im
Mamillenhof in der Region der Montgomery Knotchen. Die glatte Muskulatur der Mamille
und Areola ist durch sympathische Fasern innerviert. Der BlutfluB} ist unter hormoneller und
vegetativer Kontrolle und sehr labil [36]. Ab der Geburt eines Kindes erhoht er sich enorm

und bleibt dann relativ konstant wahrend der Stillzeit. StreB kann den Flufl aber wieder
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verringern. Myoepithel und Driisenepithel der weiblichen Brustdriise sind nicht innerviert

[36].

1.2.6 Hormone

Unabhédngig vom Menstruationszyklus und sehr allgemein kann man sagen, dass die
Ovarialhormone fiir das Brustwachstum wihrend der Pubertit und Schwangerschaft
verantwortlich sind. Ostrogen wird als Stimulator zum Wachstum des Driisengangsystems
gesehen und Ostrogen in Kombination mit Progesteron filhren zu lobuloalveolirer
Entwicklung. Wichtig fiir dieses Wachstum sind auch die Hypophysenhormone Prolaktin und
das Wachstumshormon Somatropin. Die Plazenta sezerniert Ostrogen, Progesteron und
prolaktindhnliche Hormone; diese konnen wéhrend der Schwangerschaft die Effekte der
Ovarialhormone und Hypophysenhormone verstirken oder ersetzen. Kortikoide, Insulin und
Schilddriisenhormone wirken ebenfalls synergistisch oder direkt mit den anderen schon

erwahnten Hormonen auf die weibliche Brustdriise [36].
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1.3 Monatszyklische Verdnderungen des Brustdriisenepithels der erwachsenen Frau,

auferhalb der Laktation und Schwangerschaft

Wie schon bereits erwéhnt, spielen sich grof3e strukturelle Verdnderungen in der Brustdriise
hauptsichlich wahrend der Schwangerschaft und der Laktation ab. Umso interessanter ist die

Entdeckung, dass es auch aullerhalb dieser Zeit zu monatszyklischen Verdnderungen kommt.

1.3.1 Lichtmikroskopische und ultrastrukturelle Verdnderungen der nicht-laktierenden

Mamma wdéhrend eines Monatszyklus

Mit Hilfe des Licht- und Elektronenmikroskops konnen in histologisch normalem Gewebe der
Brust regelméBig Verdnderungen beobachtet werden, die mit den Phasen des weiblichen
Zyklus korreliert werden kdnnen. Durch genaue Betrachtung mit Himatoxylin-Eosin (H&E)
gefarbter Gewebeschnitte konnen 2 Haupt- und 4 Unterphasen im Zyklus unterschieden
werden [9]. Phase 1 entspricht der Zeit vor dem Eisprung und Phase 2 nach dem Eisprung.
Wegen deutlich histologischer sichtbarer Verdnderungen innerhalb der Phasen 1 und 2
unterteilte man jede Phase noch in Subgruppen la und 1 sowie 2a und 2. Phase 1 fillt in die
frithe prdovulatorische Zeit, la in die spite priovulatorsche Zeit, 2a in die frithe
postovulatorische und 2 in die spéte postovulatorische Phase. Auffillig sind in Phase 1
zahlreiche Tubuloalveoli mit wenig Zwischenabstand und beinahe obliterierten Lumina. Die
Epithelzellen sind klein und aneinandergedréngt, was durch eine hohe Zellzahl pro Einheit
bedingt ist. Thre Kerne sind elliptisch oder unregelméfig geformt und stark anfarbbar. Das
Zytoplasma der Epithelzellen ist blass. In Phase 1 hat das Epithel eine relativ einfache
Ultrastruktur ohne sekretorische Aktivitdt, Zisternen des Rauhen Endoplasmatischen

Retikulums sind vereinzelt nachweisbar, der Golgi-Apparat ist relativ klein. Freie Ribosomen
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sind zahlreich vorhanden, was auf eine auf das Zellinnere begrenzte Proteinsynthese schlieSen
lasst. Nun folgt eine Phase der intrazelluliren Wasserretention, die mit der Phase la
iibereinstimmt. Das Epithel erreicht damit eine Phase der Inaktivitit, da auch eine erhohte
Anzahl an degenerierten Zellen zu beobachten ist. Diese Inaktivitit kann mit dem
Blutostrogenspiegel, der in der prdovulatorischen Phase erhoht ist, zusammenhédngen [9]. In
Phase 2a ist dann ein erheblicher Glykogengehalt in der Zelle festzustellen, was mit dem
erhohten Progesteronblutspiegel korreliert. Die relativ ruhige Phase 2a wandelt sich dann in
eine aktive Sekretionsphase Phase 2 um. In Phase 2 sind gro3ere Tubuloalveoli zu beobachten
mit mehr Zwischenabstand und sichtbarem Lumen. Auch die Epithelzellen sind grofer und
weniger zusammengedringt. Thre Kerne sind breiter und heller als in Phase 1. Auch im
Zellinneren gibt es morphologische Unterschiede zu sehen. Die Zisternen des RER sind
vermehrt und der Golgi-Apparat ist vergrofert [9]. Die im vorhergehenden kurz dargestellten
Beobachtungen von Fanger und Ree [9] stimmen weitgehend mit einer anderen Publikation
tiberein [50], in der die Zyklusphasen jedoch noch feiner, das heiflit in 5 Phasen unterteilt
werden. Phase 1 (Tag 3-7), Phase 2 (Tag 8-14), Phase 3 (Tag 15-20), Phase 4 (Tag 21-27) und
Phase 5 (Tag 28-2). Unterschiede bestehen in der Interpretation der praovulatorischen Phase.
Fanger und Ree, 1974 [9] sehen in der Phase 1 einen relativen inaktiven physiologischen
Zellstatus, begriindet durch eine relativ einfache Ultrastruktur, charakterisiert durch verstreute
freie Ribosomen, sowie eine helle Zellmatrix [9]. Vogel et al., 1981 [50] hingegen
identifizieren in ihrer Phase 1 (Tag 3-7) mitotische Aktivitdt und nehmen eine Proliferation
der Epithelzellen an [50]. Charakterisiert ist diese Proliferation unter anderem durch
unregelméBige Erhohungen von Zellschichten mit epithelialen Elementen, die in das Lumen
hineinragen konnen. Dieser Proliferationphase folgend oder begleitend kommt es oft zu einer
strahlenférmigen Organisation und zur Ausbildung von Kernreihen der Epithelzellen. Die
noch nicht erwdhnte Basophilie der luminalen Zellen zu dieser Zeit korreliert mit

wachsendem RNA- und Ribosomenbestand, die mit Hilfe des Elektronenmikroskops
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festgestellt wird. Diese erhohte Transkriptions- und Translationsaktivitét l14sst sich als Folge

der Ostrogenstimulation erkliren [50].

1.3.2  Sekretorische Aktivitdtsunterschiede

Die ,,ruhende Mamma®, also die nicht laktierende Mamma, und somit der Zustand der
Mamma, welche bei der erwachsenen Frau die meiste Zeit des Lebens vorherrscht, ist in
sekretorischer Hinsicht ganz und gar nicht ,,ruhend“. Schon 1922 beobachtete Rosenberg,
dass gegen Ende der Menstruation die Tubuloalveoli mit Sekret ausgefiillt sind und dass die
Epithelzellen sekretorische Aktivitit zeigen [42]. Auch Bissler 1978 [6] wies sekretorische
Phinomene als normale Zellprozesse der weiblichen Brustdriise wihrend des gesamten
Lebens nach. In einer elektronenmikroskopischen Studie von 1990 [44] wurden verschiedene
Phinomene beobachtet, welche zeigen, dass auch die nicht-lakierende weibliche Brustdriise,
speziell im Bereich der kleinen Giange und Tubuloalveoli, regelmafig Zeichen sekretorischer
Aktivitdit aufweist. Die Epithelzellen der kleinen Ginge und Tubuloalveoli beinhalten
moderate Mengen an Mitochondrien und Zisternen des Rauhen Endoplasmatischen
Retikulums sowie einen aktiven Golgi-Apparat. Im apikalen Zytoplasma treten verschieden
groB3e Vesikel und Granula mit flockigem, dichtem oder hellem Inhalt auf, oft dicht unter der
apikalen Plasmamembran der Epithelzellschicht der kleinen Géinge, und noch hiufiger in den
Tubuloalveoli. Typische Kasein-Vesikel werden nicht gesehen. Fetteinschliisse kommen nur
relativ selten vor. Innerhalb der Lumina findet man regelméBig sekretorische Produkte mit
feiner granuldrer oder filamentdser Struktur, die vermutlich tiberwiegend Glykoproteine oder
Muzine reprasentieren (Oppermann, in Vorbereitung). Intrazelluldr wie auch im Lumen der
Ginge sieht man verschiedene Fetttropfen und liposomenartige Partikel. Durch

Lektinhistochemie kann man demonstrieren, dass die sekretorischen Produkte einen
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betrachtlichen Anteil an Zuckerkomponenten haben. Sekrete der nicht-lakierenden Brustdriise
sind auch von klinischem Interesse, da in dem Sekret unter anderem Enzyme vorhanden sind,
welche fihig sind, Sauerstoffradikale zu bilden, die wiederum zu pathologischen Anderungen

in der weiblichen Brustdriise fiihren konnen [44].

1.3.3  Proliferation und Apoptose

Um immunhistochemisch feststellen zu kdnnen, welche Zellen im Brustdriisengewebe gerade
in einer Phase der Proliferation stehen, wurde der Antikorper Ki-67/MIB-1 verwendet, der
gegen ein menschliches Kern-Antigen gerichtet ist [45]. Dieses Antigen ist nur in der G - S -
G; Phase und wiahrend der Mitose nachweisbar. Die Ki-67/MIB-1-Immunreaktion zeigte bei
47 Frauen, die sich einer Feinnadelbiopsie unterzogen, unterschiedliche Resultate hinsichtlich
follikuldrer und lutealer Phase [45]. In der follikuldren Phase ergab sich in der Mehrheit der
Fille weniger Proliferation als in der lutealen Phase. Dieser Proliferationsanstieg korrelierte
mit dem Serumprogesteronspiegel am Tag der Biopsie. Dieses Ergebnis fiihrte zu der
Annahme, dass Progesteron die Proliferation der Zellen im Brustdriisengewebe anregt [45].
Olsson et al., [31] zeigten mit dem formalinresistenten Antikdrper Ki-65, dass es eine
signifikant hohere Proliferationsrate bei Frauen mit oraler Kontrazeptivaeinnahme in der
lutealen Phase, im Vergleich zu Frauen in der follikuldren Phase gibt. Unter diesen Frauen
zeigten diejenigen, die zusidtzlich noch eine positive Familienanamnese hinsichtlich
Brustkrebserkrankungen hatten, die hochsten Proliferationswerte. Diese Studie konnte keine
alterspezifischen Unterschiede hinsichtlich der Proliferation feststellen [31]. Einen
Proliferationsanstieg in der lutealen Phase zeigte auch schon eine Studie von Potten (1988),
die zudem noch eine negative Korrelation hinsichtlich des Patientenalters feststellen konnte

[37] Hier kommt die Diskussion auf, dass Progesteron auch eine erhohte Empfindlichkeit der
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Epithelzellen auf wachstumsfordernde Peptidhormone bewirken konnte oder selber

proliferative Effekte zeigt.

Bei der Analyse der Zellapoptose konnte Potten (1988) [37] keinen Zusammenhang
hinsichtlich des Zyklus oder des Alters feststellen. Bei Frauen mit oder ohne Einnahme von
oraler Kontrazeptiva, sowie bei Frauen die schon geboren hatten oder nicht, sah er keine
signigfikanten Unterschiede hinsichtlich Apoptose und Proliferation [37]. Mit Hilfe
morphologischer Verdnderungen apoptotischer und mitotischer Zellen konnte in einer Studie
von Ferguson et al. (1981) ein zyklusabhingiger Zellumsatz festgestellt werden. Es scheint,
dass das ,,ruhende Brustdriisengewebe mehr eine ,,allgemeine® als eine ,,fokale” Reaktion
auf eine gegebene hormonelle Umgebung zeigt. Diese Vermutung begriindet sich darauf, dass
sich leichte Verdnderungen in der groBBen Mehrzahl der Léppchen zeigten. Ergebnis dieser
Studie ist ein Mitosehdhepunkt am Tag 25 des Menstruationszyklus und ein
Apoptosehdhepunkt am Tag 28. Im Vergleich zum Steroidspiegel im Blut kann das bedeuten,
dass fallende Ostrogen- und Progesteronwerte fiir eine vermehrte Apoptose der Epithelzellen
verantwortlich sind, und die Spitzenwerte von Progesteron und Ostrogen an den Tagen 22 —
24 des Zyklus Grund fiir die hohe Mitoserate sind. Die erhohte Ostrogenkonzentration am
Tag 14 zeigte keine erhdhte Mitoserate, so dass davon ausgegangen werden kann, dass der
Mitosehdhepunkt durch einen synergistischen Effekt von Ostrogen und Progesteron zustande
kommt [11]. Ergebnisse von Untersuchungen mit Antikorpern gegen bcl-2 Protoonkogen
(antiapoptotischer Faktor) [43] legen die Vermutung nahe, dass nicht nur die Proliferation,
sondern auch die Apoptose zyklusabhéingig ist und somit ebenfalls von Hormonen reguliert
wird. Bel-2 verlingert das Uberleben der Zellen und verhindert ihr Absterben. Am hochsten
war die Expression von bcl-2 Farbung in der Mitte des Zyklus, ca. Tag 13 - 17. AuBlerdem
lieB sich durch die immunhistochemische bcl-2 Farbung eine Verschiebung der Lokalisation

der Anfarbung innerhalb der follikuldren Phase feststellen. Zu Beginn der follikuléren Phase
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farbten sich die basalen Zellen und am Ende die Zellen der apikalen Zellreihe. Das
Mantelgewebe war weitgehend frei von bcl-2 Immunreaktion. Eine mogliche Bedeutung von
bcl-2 konnte eine erhohte Sensitivitdt der Epithelzellen gegeniiber proliferativen Faktoren von
dem in der lutealen Phase eintretenden differenzierenden Stimulator Progesteron sein. Dieses
Ergebnis ldsst vermuten, dass bcl-2 eine erhebliche Rolle in der hormonabhidngigen
Tumorentstehung spielt, vor allem bei Ostradiol- abhingigen Brusttumoren [43]. In einer
Studie, die bcl-2 (antiapoptotischer Faktor) und bax (proapoptotischer Faktor) in Bezug auf
Proliferation und Apoptose in der nicht laktierenden menschlichen Brustdriise
immunhistochemisch untersuchte [12], ergaben sich folgende Erkenntnisse: Zellproliferation
wurde ausschlielich in Driisenepithelzellen mit Kontakt zum duktalen Lumen beobachtet,
wihrend Apoptose-assoziierte DNA-Fragmente hauptsdchlich in basal lokalisierten
Driisenepithelzellen sowie in Myoepithelzellen gefunden wurden. Eine schwache
Immunreaktion fiir bax und bcl-2 wurde in allen Epithelzellen gesehen, was darauf hindeutet,
dass sich in den meisten Zellen pro- und antiapoptotische Vorgidnge abspielen. Stark bcl-2
angefarbte Zellen waren nicht identisch mit proliferierenden Zellen, aber sie hatten die gleiche
Lokalisation (,,luminale® intraepitheliale Position) wie proliferierende Zellen. Stark bax
angefarbte Zellen hatten im Gegenteil zu den bcl-2 angeférbten Zellen gar keine Beziehung
zum duktalen Lumen. Dieses unterschiedlich starke Férbeverhalten (schwach in allen Zellen
und stark in vereinzelten Zellen) lasst vermuten, dass es verschiedene Empfindlichkeitsstufen
der Epithelzellen gibt, die auf apoptotische Stimuli reagieren. Die stark bcl-2 angefarbten
Zellen lassen sich moglicherweise als epitheliale Stammzellen ansehen [12]. Weitere zu
beobachtende zyklusabhingig exprimierte Faktoren sind c-erB-2 und der Epidermal growth
factor receptor (EGF-R). In einer Studie von Gompel et al. (1996) konnte eine verstirkte
Expression dieser Faktoren in der lutealen Phase festgestellt werden [16]. Beide Faktoren sind
Tyrosin-Kinase-Transmembranrezeptoren und kontrollieren wahrscheinlich Proliferation und

Differenzierung der normalen Brustdriisenepithelzellen. In malignen Zelltransformationen
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wird EGF-R iiberexprimiert. Beide Faktoren sind in ihrer physiologischen Bedeutung noch
unklar, aber es kann eine starke Zyklusabhidngigkeit ihrer Expression gezeigt werden. Wie
schon erwihnt, zeigten sich beide stark positv in der lutealen Phase aber in unterschiedlicher
Lokalisation. EGF-R ist in den basalen Driisenepithelzellen der Génge und Tubuloalveoli zu
sehen, sowie in Myoepithelzellen und einigen Stromazellen. C-erB-2 ist eher in der apikalen
Reihe der Driisenepithelzellen lokalisiert, und zwar sowohl in Géangen als auch in den
Tubuloalveoli. Eine Erkldrung fiir die erhdhte Expression in der lutealen Phase kann der

Effekt des Progesterons sein, oder dessen antidstrogene Wirkung [16].

1.3.4 Volumenzunahme der Brust

In einer radiologische Studie wurden Verdnderungen im normalen Brustdriisengewebe
mitsamt seinem umgebenden Fettgewebe unter Beriicksichtigung des Alters und der
Zyklusphase beobachtet [8]. Dies geschah mit Hilfe eines Ultra-Leichtfeld-0.02 T-Imager.
Der einzige signifikante Trend war eine Volumenzunahme des Brustdriisengewebes mit
steigendem Alter in der T2-Gewichtung und erhohte Werte in der T2-Gewichtung zwischen
der zweiten und dritten Woche des Menstruationszyklus. Leichte Verdnderungen in der T1-
Gewichtung waren nicht signifikant. Diese Ergebnisse lassen sich durch eine fortschreitende
Fettinfiltration im Alter erklidren sowie ein steigender Wassergehalt des Brustgewebes gegen

Ende des Zyklus [8].
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1.4 Verschiedene steroid metabolisierende 17/3-Hydroxysteroiddehydrogenasen; ihre

Lokalisation und ihre Funktionen

Neben den auffilligen Verdnderungen im Endometrium [17] unterliegt auch das Mamma-
Gewebe einem sich periodisch mit dem Zyklus dndernden Steroidgehalt und -umsatz. Meine
Untersuchungen richten sich auf den Umsatz von Ostrogenen in ihren verschiedenen
Aktivititsformen an dem  Hydroxysteroiddehydrogenasen  beteiligt sind.  Der
Serumostradiolspiegel allein muss nicht mit dem Hormonspiegel im Gewebe ilibereinstimmen.
Schon vor iiber 30 Jahren beschrieben Aoshima und Kochakian 178-HSD Aktivitit in
subzelluldren Fraktionen der Leber und Niere verschiedener Tierspezies [5]. Spater, 1984 [39]
untersuchte  man  die  Aktivitdit der  17B8-Hydroxysteroiddehydrogenasen  in
Brustdriisenzellkulturen in Bezug zum Menstruationszyklus und erhielt ein interessantes
Ergebnis. Man ging bei dieser Studie zwar noch nicht von verschiedenen Isoenzymen aus,
entdeckt aber, dass die Dehydrogenase Ostradiol (E2) zu Ostron (E1) umwandelt, und ihre
Aktivitit in den Epithelzellen signifikant hoher war als in den Fibroblasten der Mamma. Eine
2 — 5 -fache Steigerung dieser Aktivitdt konnte durch Zugabe von Progesteron zu den
Epithelzellkulturen ~ erreicht ~ werden.  Dies  kann  eine  Einwirkung  des
Serumprogesteronspiegels auf die lokale Umwandlung von Ostradiol in seine inaktive Form
in der Mamma bedeuten [39]. Auch =zur Klassifikation sozusagen als Marker
hormonabhingiger Tumoren der Brust wurde 17-B-Hydroxysteroiddehydrogenase schon 1985
vorgeschlagen [13]. Bei Unterscheidung eines hormonabhidngigen Tumors von einem nicht
hormonabhingigen Tumor der Brust wurde die 178-HSD Aktivitét als Marker herangezogen,
da sie bei Progesterongabe in progesteronabhingigen Tumoren anstieg und nach der
operativen Entfernung des Tumors im Tumor abfiel. Interessant fiir unsere Studie ist, dass
Fournier et al. (1985) [13] einen zyklusabhingigen Anstieg der 17B-HSD Aktivitit bei

pramenopausalen Frauen feststellte. 176HSD Aktivitit war niedrig im Tumor in der
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follikuldren Phase, in der lutealen Phase dagegen war der Gehalt hoher. Insgesamt war die

17B8-HSD Aktivitat hoher bei vorheriger Behandlung mit Progesteron [13].

Die 178-Hydroxysteroiddehydrogenase 1 (178-HSD 1), die Ostron (E;) in das hormonell
wirksame Ostradiol (E;) umsetzt (Reduktion), wurde von Miettinen et al. und Peltoketo et al.
untersucht [27, 28, 33, 34]. Die hochste Aktivitdt hat 178-HSD 1 im Ovar und in der Plazenta,
und zusétzlich findet man sie im Endometrium, sowie in gesunden und malignen
Brustdriisenepithelzellen [4, 28, 33, 34]. Konzentrationsunterschiede der 178-HSD 1 werden
in peripheren Geweben durch Progestin und Retinoidsduren erwirkt, wogegen diese
Beeinflussung der 178-HSD 1 Konzentrationen in den Granulosazellen des Ovars streng
durch Hypophysengonadotropine sowie Steroidhormone und Wachstumsfaktoren reguliert
werden [33]. Ebenfalls interessant ist das Ergebnis, dass zwar mRNA der HSD 1 in den
Brustdriisenepithelzellen gefunden wurde, aber keine Reduktionsaktivitit (Umwandlung von
Ostron in Ostradiol) in den Brustdriisenepithelzellen messbar war [27]. Eine oxidative
Aktivitit (Umwandlung von Ostradiol in Ostron), wahrscheinlich durch 178-HSD 2, war
dagegen fast durchgehend messbar [27]. Durch ihr Wirken und ihre Lokalisation kann man
annehmen, dass 178-HSD 1 speziell fiir die Ostradiolproduktion der Frau verantwortlich ist
[28]. Ein wichtiger Befund der Untersuchungen von Soderqvist et al. [46] ist, dass HSD 1 in
beiden Phasen (follukuldr und luteal) in den Brustdriisenepithelzellen vorhanden ist, wiahrend
sie im Endometrium in der follikuldren Phase fehlt. Die maximale Proteinexpression wird in
der frithen und mittigen lutealen Phase beobachtet und verschwindet wihrend der spiten
lutealen Phase. Auffallend ist in der Immunhistochemie mit 178-HSD 1 Antikdrpern eine
hohere Farbintensitdt der Préparate bei Frauen, die orale Kontrazeptiva verwenden. Bei den
pramenopausalen Frauen ergibt sich eine negative Korrelation zwischen dem
Serumdstradiolspiegel und der Stirke der 17BHSD 1 Férbung. Tendenziell ist auch eine

negative Korrelation zwischen dem Serumprogesteronspiegel und 178-HSD 1 zu finden. In
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Brustkrebszellen ist diese Korrelation aufgehoben. Eine Unterdriickung der Konversion von
Ostradiol (E;) zu Ostron (E;) findet nicht mehr statt. Daraus kann man schlieBen, dass in
Geweben, in denen ein niedriger E,-Gehalt vorliegt, eine vermehrte Konversion von E; zu E;
stattfindet. Dies bedeutet, dass 178-HSD 1 einen Regulationsmechanismus im

Brustdriisengewebe bewirkt, der die E2-Konzentration kontrolliert [46].

In einer weiteren Studie (auch unter Mitwirken von Soderqvist) [27]wurden aber keine gro3en
quantitativen Unterschiede der Proteinexpression von 17B-HSD 1 wéhrend des

Menstruationszyklus mehr beobachtet.

Die 178-HSD 2 katalysiert die oxidative Reaktion von Ostradiol zu Ostron (E, zu E;) [27,
28]. Vermutet wird auch, dass sie nicht nur E, als Substrat inaktiviert sondern auch
Testosteron und 5-alpha-Dihydrotestosteron [52]. 17B8-HSD 2 wird nicht so streng lokalisiert
im Koper wie 17B8-HSD 1 exprimiert, sondern ist sowohl in mehreren Ostradiol
metabolisierenden Geweben als auch in einigen Zielzellen der Sexualsteroide vorhanden;
genauer gesagt findet man 17B8-HSD 2 vor allem in der Leber, Plazenta, Intestinum und im
sekretorischen Endometrium [4, 18]. Thre Aufgabe besteht darin, Sexualsteroide in peripheren
Geweben zu inaktivieren, bei Frauen wie bei Ménnern [28]. Sie vermag auch die Wirkung
von Progesteron auf die Plazenta zu unterstiitzen [4]. Untersuchungen zu zyklusabhidngigen

Schwankungen sind bisher nicht beschrieben worden.

Testikuldre 178-HSD 3 ist verantwortlich fiir die Konversion von Androstendion zu
Testosteron, Dihydroepiandrosteron zu 5-Androstendiol. Wie wichtig die 178-HSD 3 fiir den
menschlichen Organismus ist siecht man bei deren Fehlen oder Mutation: Der ménnliche

Pseudohermaphroditismus ist mit ihr vergesellschaftet [2, 3, 14].
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Im Gegensatz zu den anderen 178-HSDs weist 178-HSD 4 einige Besonderheiten auf. Die
Daten sprechen fiir eine Expression der 178-HSD 4 in zahlreichen menschlichen Zelltypen,
wie z.B. in Leber, Herz, Prostata und Hoden [1]. Tierexperimentelle Studien zeigten bei
Maiusen eine dhnliche Verteilung wie beim Menschen, d.h. in Leber und Niere eine hohe 178-
HSD 4 Expression, in Gehirn und Milz eine niedrige Expression [30]. Beim Schwein ergab
sich eine hohe Expression von 17B8-HSD 4 in Leber und Niere sowie Uterus und Lunge [19].
Intrazellular konnte 17B-HSD 4 in den Peroxisomen lokalisiert werden [24, 25]. Nicht nur in
der Lokalisation, sondern auch in threm biochemischen Aufbau unterscheidet sich 173-HSD 4
von den anderen 17B-HSDs. Das aus 734 Aminoséuren bestehende Enzym weist eine 3
Doménenstruktur auf. Nur die N-terminale Domine der 17B-HSD 4 findet sich in anderen
178-HSDs wieder und zeigt mit diesen ca. 25 % Aminosiure-Ubereinstimmung [7].
Stimuliert werden kann das 178-HSD 4 Gen durch Progesteron und Liganden von PPARa
(peroxisomal proliferator activated receptor alpha) ebenso wie durch Klofibrate.
Herunterreguliert werden kann das 178-HSD 4-Gen durch Phorbolester [7]. Da fiir das Enzym
zur Ostradiolinaktivierung weitere Funktionen, d.h. unter anderem die Beteiligung an der B-
Oxidation von Fettsduren und an der Gallensduresynthese nachgewiesen wurde, nennt man
17B8-HSD 4 auch multifunctional enzyme type 2 (MFE-2), multifunctional protein 2 (MFP-2)
oder D-bifunctional protein (D-bp; D-spezifische 3-acyl-CoA Dehydrogenase- und D-

spezifische Hydratase-Aktivitét) [40].

Der vor kurzem klonierte Typ 5 der HSD's transformiert ebenfalls die Hormonvorstufe
Androstendion in das aktive Hormon Testosteron [32]. Immunhistochemische
Untersuchungen lassen verschiedene Lokalisationen erkennen: Im Corpus luteum im Ovar
prdmenopausaler Frauen, in Epithelzellen des Endometriums, auch in der weiblichen Brust,
dort vor allem in den Epithelzellen der Tubuloalveoli und intralobuléren Giangen sowie in den

umgebenden Stromazellen. Auch im Hoden in den Leydig Zellen, in der Prostata und in den
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Endothelzellen der Gefa3e, welche die menschlichen Reproduktionsorgane versorgen, ist die

17B-HSD 5 vertreten [32].

Typ 7 der 178-HSD ist vor allem in den Luteinzellen des Ovars exprimiert. Sie wurde als
Prolaktin-Rezeptor assoziiertes Protein bekannt [34]. Spiter wurde gezeigt, dass sie wie die

178-HSD 1 die Umwandlung von Ostron in Ostradiol katalysieren kann.
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1.5 Die Regulation des Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus im Brustdriisenepithel

der Mamma

Gompel et al. (1986) [15] zeigten, dass Ostradiol in Zellkulturen von Brustdriisenepithelzellen
die Zellproliferation stimuliert. Progesteron inhibiert die Zellmultiplikation und ist fiir die
Differenzierung der Zellen zustindig. Ein interessanter Aspekt ist, dass die genannten
Autoren  17B-Hydroxysteroiddehydrogenase als Marker fiir Epitheldifferenzierung
verwendeten, die progesteronabhingig zu sein scheint. Die beschriebene 17B-HSD
(vermutlich 2 und 4) wandelte Ostradiol in Ostron, die inaktive Hormonform, um [15]. Die
gleiche Arbeitsgruppe untersuchte die Ostradiol- und Progesteroninteraktion in normalen und
pathologischen Brustdriisenzellen [26]. Es lisst sich feststellen, dass Ostrogen einen Anstieg
der Progesteronrezeptoren in den Zielzellen bewirkt. Die Erklirung ist ein
Vorbereitungseffekt des Ostrogens auf ein Zielgewebe, das bald mit Progesteron in Kontakt
kommt. Am Ende der lutealen Phase wird eine Abnahme der Progesteronrezeptoren bemerkt,
was eine Selbstlimitierung der eigenen Rezeptoren durch Progesteron bedeuten kann.
Progesteron besitzt auch eine antidstrogene Aktivitét. Diese basiert auf drei Mechanismen. Es
reduziert die Ostrogenmenge in der systemischen Zirkulation, inaktiviert das aktive Ostradiol
durch Metabolisierung im Zielgewebe und vermindert die Anzahl der Ostrogenrezeptoren in
diesen Geweben. Die Metabolisierung betrifft die Umwandlung von E, in E;. Die 17B-
Hydroxysteroiddehydrogenase(n), die fiir diese Reaktion verantwortlich ist (sind), wird
(werden) wiederum unter Progesteronausschiittung vermehrt gebildet. Mauvais-Jarvis et al.
(1986) [26] stellen fest, dass Ostradiol fiir das Wachstum des duktalen Systems, fiir steigende
mitotische Aktivitit der basalen Zellreihen der Ginge, und Progesteron mit Ostradiol
zusammen flir die Entwicklung der Tubuloalveoli verantwortlich sind. In anderen Worten
gesagt ist die adiiquate Sekretion von Ostradiol und Progesteron fiir die gesunde Entwicklung

der Mamma zustindig, und vermutet werden kann, bei verlingerten Perioden mit defekten
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lutealen Phasen, ein ungebremster Ostrogeneffekt, der die Karzinogenese der Brust
begiinstigen konnte [26]. Ahnliche Ergebnisse erzielte eine Arbeitsgruppe mit In-vitro-
Versuchen [22]. Sie fanden heraus, dass der Ostrogen- und Progesteronrezeptorgehalt in
Brustzellkulturen hormonabhingig ist. Mit einer spezifischen Firbung von Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren in Brustdriisenepithelzellen konnten verschiedene Hormoneinfliisse
gut beobachtet werden. Die Fiarbung war nukledr und variierte von Zelle zu Zelle in
Vorhandensein und Intensitidt. Unter Hormonzugabe &dnderte sich die Zahl der positiven
Zellen. Ostradiol bewirkte eine Erhohung, und Progesteron eine Erniedrigung an positiv
gefirbten Brustdriisenepithelzellen. Daraus lisst sich schlieBen, dass Ostrogen seinen eigenen
Rezeptor sowie den Progesteronrezeptor stimuliert, wihrend Progesteron den Gehalt an
Ostrogen- und Progesteronrezeptoren vermindert. Isolierte Fibroblasten aus der Mamma
zeigten keine Reaktion auf externe Hormonzugaben [22]. Wie auch in unserer Studie wurde
in anderen Untersuchungen die Mamma unter Beriicksichtigung der Einnahme oraler
Kontrazeptiva beobachtet. Eine Studie von Williams et al. (1991) [51] zeigte beispielsweise,
dass es unter oraler Kontrazeptiva in der ersten Zyklushilfte eine signifikant geringere Anzahl
an Ostrogenrezeptoren gibt, und deshalb der Anstieg proliferierender Zellen frither im Zyklus
erfolgt. Ostrogenrezeptoren fallen wihrend des normalen Zyklus ab, aber dieser Abfall erfolgt
frither in Zyklen mit oralen Kontrazeptiva. Normalerweise gibt es wenige proliferierende
Zellen in den ersten zwei Wochen des Zyklus und erst dann erfolgt ein signifikanter Anstieg
in der dritten und vierten Woche. Auffillig sind die Unterschiede in der zweiten Woche des
Zyklus. In natiirlichen Zyklen sind in dieser Woche die Ostrogenrezeptoren noch erhdht und
die proliferierende Zellzahl ist erniedrigt. Genau umgekehrt ist dies bei den Zyklen unter
Einnahme oraler Kontrazeptiva. Die Expression von Progesteronrezeptoren scheint keinen
zyklusabhédngigen Schwankungen unterlegen zu sein [51]. Williams et al. nehmen deshalb an,
dass durch die Einnahme von oralen Kontrazeptiva Verdnderungen der Brustdriise, die

normalerweise in der dritten Zykluswoche auftreten, eine Woche frither ablaufen, und nun die



Einleitung Die Regulation des Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus 24

Brust eine ,,Proliferationswoche* dazu bekommt. Dazu kommt eine gréfere Suppression an

Ostrogenrezeptorexpression. Dies konnte ein erhdhtes Brustkrebsrisiko bedeuten [51].



Material und Methoden Auswahl der Patienten 25

2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Auswahl der Patienten

In der vorliegenden Studie untersuchten wir Gewebe von 47 pramenopausalen Frauen, die
sich einer chirurgischen Mammareduktionsplastik unterzogen. Diese Frauen hatten
regelmifige Zyklen von 25 bis 35 Tagen und keine Brustkrebserkrankung in ihrer eigenen
Anamnese. 23 Patientinnen waren in der follikuldren Phase und 24 in der lutealen Phase. Thr
Alter lag zwischen 17 bis 51 Jahren, im Durchschnitt bei 32 Jahren. 28 Patientinnen waren
schon einmal schwanger, 26 Patientinnen hatten Kinder, und 21 Patientinnen hatten keine
Kinder. Von den Frauen mit Kindern wurde noch differenziert zwischen gestillten/nicht
gestillten Kindern. In der Anamnese wurde auch festgehalten, ob in der Verwandtschaft 1.
und 2. Grades Brustkrebs aufgetreten war. Dies war bei 6 Patientinnen der Fall. 35% der
Frauen hatten orale Kontrazeptiva verwendet. Um die genaue Zyklusphase am Operationstag
feststellen zu konnen, wurde die letzte Menstruation datiert und die nichste Blutung im
Anschlufl an die Operation. Aus der genauen Patientenanamnese bei der wir den Zyklus
abfragten, konnten wir den Tag der Operation entweder der follikuldren oder der lutealen

Phase zuordnen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Immunhistochemie mit Antikérpern gegen 17-Hydroxysteroiddehydrogenase 4,

Ostrogen- und Progesteronrezeptoren

Priparation der Gewebestiicke fiir die immunhistochemische Untersuchung

Gleich nach Entnahme des Brustdriisengewebes im Operationssaal wurden 2 x 2 cm grofe,
stark driisenepithelhaltige Stlicke ausgewéhlt, und in 4 %, phosphat- gepufferte Formaldehyd-
16sung fiir 24 h fixiert. Nach Entwéssern und Einbetten in Paraffin wurden von dem Gewebe
mit dem Schlittenmikrotom (Jung, HN 40 50/1962) 4 pm diinne Schnitte angefertigt und auf
Superfrost-Objektgliaser (Menzel, Braunschweig, Deutschland) gezogen. Zur Beurteilung der
Giite der Priparate (analysiert mit einem Olympus BH-Mikroskop) wurden représentative
Schnitte mit Hdmatoxylin- und Eosin (H & E) gefarbt. Nur Gewebe, in denen ausreichend
Driisenendstiicke in der H & E -Féarbung zu sehen waren, wurden dann fiir die

immunhistologischen Untersuchungen herangezogen.

Doppelfiarbung mit Himalaun-Eosin nach Romeis

1. Schnitte werden entparaffiniert und in Aqua dest. gebracht
2. 3 - 8 min. Kernfarbung in Mayers Hdmalaun

3. Spiilung in Aqua dest. oder in 0,1 % HCL

4. 10 min. in flieBendem Leitungswasser blduen

5. Farbung in Eosin, 0,1 % in Aqua dest. Fiir 5 - 15 min

6. 1 -5 min. auswaschen in Wasser

7. Differenzierung in 80 % Ethanol
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8. 2x2min. in 96 - 100 % Ethanol
9. 3 -5 min. in Xylol

10. Eindecken

Immunhistochemie fir 178-HSD 4

Pufferlosungen:

0,01 M Citratpufferiésung bei pH 6:
0,1 M Zitronensdure + 0,1 M Natriumcitratlosung im Verhéltnis 1:4,5 mischen

TBS (Tris buffered saline)-Puffer-35 mM Tris-HCL, 140 mM NaCl, ph 7.6

Zuerst wurden die 4 um dicken Schnitte in Xylol- und Xylol-Ethanollésung entparaffiniert
und anschlieBend durch eine absteigende Alkoholreihe (100 %, 80 %, 60 %, .... - 50 %
Ethanol in H,0) rehydriert. Es folgte eine 5 miniitige Inkubation in TBS-Pufferlosung.
Darauthin wurden die Schnitte in eine Citratpufferlosung iiberfiihrt und fiir 10 min. in der
Mikrowelle bei 650 Watt erhitzt. Nach einer Abkiihlphase von 30 min. wurden sie wieder 5
min. in TBS bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend kurz in ein 3 % H,0,-Bad
getaucht (Inaktivierung der endogenen Peroxidase). Folgend wurden sie 5 min. in TBS
gewaschen und danach 20 min. mit humanem Serum (Verdiinnung 1 : 5 in TBS) geblockt.
Nun folgte eine 24 -stiindige Inkubation bei 4 °C mit den 178-HSD 4 Antikdrpern 2E9 und
2C7 (hergestellt von Dr. Kremmer; GSF Forschungszentrums fiir Umwelt und Gesundheit,
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. Mdéller, Dr. Adamski). Der erste Antikorper
2C7 ist gegen die C-terminale Domédne der humanen 17B-HSD 4 gerichtet. Er ist ein

monoklonaler Rattenantikorper und stammt aus der Immunglobulingruppe G 1 (IgG 1). Der
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zweite Antikorper, 2E9, ist ebenfalls gegen die C-terminale Doméne der humanen 178-HSD 4
gerichtet, ist auch ein monoklonaler Rattenantikdrper, stammt aber aus der
Immunglobulingruppe M (IgM). Bei den Positivkontrollversuchen wurden menschliche
Nierentubuli-Epithelien angefarbt, die sich besonders intensiv mit beiden Antikdrpern
darstellten. Danach wurden ungebundene Antikorper durch ein 15-miniitiges Waschen mit
TBS- Puffer wieder gespiilt. Gleich danach wurde der 2. Antikorper (Peroxidase markierter
Anti-Ratte AK; Verdiinnung 1 : 300 in TBS, DAKO, Hamburg) aufgetragen und fiir 30 min.
belassen. Nach 15-miniitigem Waschen erfolgte eine 20-miniitige Streptavidin Inkubation
(Verdiinnung 1 : 150 in TBS, DAKO, Hamburg) gefolgt von Waschen in TBS fiir 15 min. Die
Detektion der Antigen-Antikorper-Komplexe erfolgte durch eine 10-miniitige Inkubation in
verdiinnter DAB-Losung (3.3 'Diaminobenzidin, Sigma-Aldrich). Die Farbung wurde durch
ein Waschen der Objekttrager mit H,O beendet. Die Fixierung und Konservierung der
Schnitte erfolgte durch das Entwiéssern der Schnitte in einer aufsteigende Alkoholreihe und

Xylol- Ethanolreihe samt Eindecken.

Immunhistochemie mit Antikorpern fiir Ostrogen- und Progesteronrezeptoren

Als erstes wurden die 4 um dicken Schnitte in Xylol- und Xylol-Ethanollosung entparaffiniert
und durch eine absteigende Alkoholreihe (100 % , 80 % , ...- 50 % Ethanol in H,O)
rehydriert. AnschlieBend folgte eine 5-miniitige Inkubation in TBS. Darauthin wurden die
Schnitte in eine Citratpufferlosung tiberfiihrt und wieder 5 min. in TBS bei Raumtemperatur
inkubiert und anschliefend kurz in ein 3 % H,0,-Bad getaucht (Inaktivierung der endogenen
Peroixidase). Folgend wurden sie 5 min. in TBS gewaschen und danach 20 min. mit
humanem Serum (Verdinnung 1 : 5 in TBS) geblockt. Nun folgte eine 24 -stlindige

Inkubation bei 4 °C mit dem Progesteron-rezeptorantikorper (DAKO Corporation, USA,
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Code No. M3529, Mouse Anti-Human) bzw. Ostrogenrezeptorantikdrper (DAKO A/S,
Dénemark, Code No. M7047, Mouse Anti-Human), der dann durch ein 15 miniitiges
Waschen in TBS-Puffer wieder abgespiilt wurde. Gleich danach wurde der 2. Antikorper
(Peroxidase  markierter, Anti-Maus; Verdinnung 1 : 300 in TBS bei
Progesteronrezeptorfirbung und 1 : 800 bei Ostrogenrezeptorfirbung, DAKO, Hamburg)
aufgetragen und fiir 30 min. belassen. Nach 15 miniitigem Waschen mit TBS erfolgte eine 20
miniitige Streptavidin Inkubation (Verdiinnung 1 : 150 in TBS, DAKO, Hamburg), gefolgt
von Waschen in TBS fiir 15 Minuten. Die Detektion der Antigen-Antikorper-Komplexe
erfolgte durch eine 10 miniitige Inkubation in verdiinnter DAB-Losung
(3.3'Diaminobenzidin, Sigma-Aldrich). Die Féarbung wurde durch ein Waschen der
Objekttrager mit H,O beendet. Die Fixierung und Konservierung der Schnitte erfolgte durch
das Entwissern der Schnitte in einer aufsteigende Alkoholreihe und Xylol-Ethanolreihe samt

Eindecken.

2.2.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Um eine Aussage machen zu konnen, ob und wie viel 178-HSD 4-mRNA im

Brustdriisengewebe vorhanden ist, bietet sich die Methode der PCR an. Die wie unten

beschrieben gewonnene ¢cDNA wurde durch die PCR vervielfacht und konnte dann durch

Gelauftragung sichtbar gemacht werden.

Die Ansatzldsung bestand aus:

9 - 10 pl Wassser,
2 ul Pufferlosung (10 x Reaktionspuffer von MB 1),

1,2 ul MgCL, (25 mM),
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2 ul ANTP (2 mM),

1 ul Primer (jeweils forward and reverse) (10 uM),

1 ul Tag-Polymerase (1 IU/ul, MB I) sowie 1 - 2 ul cDNA aus Brustdriisengewebe

Die Primer fiir 178-HSD 4 hatten folgende Basenabfolge:
5'-GCTCACCGCTGAGGTTCGACG-3"
5'-GGACAAGAGGTGCCACATACTCTGG-3

Die Primer fiir 26S-Protein (,,housekeeping gene*) hatten folgende Basenabfolge:
5"-AATGGTCGTGCCAAAAAGGGC-3

5-TTACATGGGCTTTGGTGGGGG-3"

Wir wihlten folgendes Amplifikations-Programm:

5 min 95 °C 1x (Schmelzen)
30 sec 95 °C, 30 sec 60 °C, 1 min 72 °C 35x (Schmelzen, Annealen, Verldngerung)
7 min 72 °C Ix (Verldngerung)

Die entstandene vervielfiltigte DNA pipettierten wir auf ein 1 % Agarosegel, versetzt mit
Ethidiumbromid. Nach einer Laufdauer von ca. 1 h bei 100 V konnte man die Banden unter
UV-Licht detektierten, fotografieren und auswerten. Signal-Detektion und -Quantifizierung

erfolgte mit dem Programm Quantity One (Biorad).

2.2.3 Messung der 17/5-HSD Enzymaktivitdit

Enzymatische Umwandlung von Ostrogenen / Prinzip: Umwandlung von Ostradiol in Ostron

Durch den Einsatz radioaktiv (*H) markierter Ostrogene besteht die Moglichkeit, die Aktivitit

von 17B-Hydroxysteroiddehydrogenasen zu messen, die die Umsetzung von Ostron in
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Ostradiol ~ bzw. von Ostradiol in Ostron katalysieren. Der quantitative Wert des
Substratumsatzes dieser Enzyme erfolgt durch die Messung von Edukt (Menge des
eingesetzten noch nicht umgewandelten Ausgangsstoffs) und Produkt (aus der Reaktion

entstandener Stoff) nach einer Inkubation mit homogenisiertem Gewebe.

Vorbereitung des Gewebes: Zellfraktionierung und Homogenisation

Zuerst wurde das frisch entnommene Gewebe noch im Operationssaal in Stickstoff
tiefgefroren. AnschlieBend wurde es unter Stickstoffkithlung mit einem Mdrser zu feinem
Pulver gemahlen. Sémtliche weitere Schritte der Préparation von mikrosomalen

Gewebefraktionen fanden auf Eis statt.

Gewinnung der Mikrosomenfraktion

PBS: (phosphate buffered saline)

8g NaCl

1,44g Na,HPO4

0,24g NaH,PO4

pH 7.2 mit HCL einstellen

ad 1L with ddH,O

Ca. 1 g gemorsertes Brustdriisengewebe wurde mit ca. 5 ml PBS in einem handgetriebenen
Teflon-Glas-Homogenisator homogenisiert. Anschliefend wurden die Homogenate in 5 ml
Polystyrolrohrchen tiberfiihrt und in der Hettichzentrifuge bei 2620 rpm und 800*g bei 4 °C
fiir 5 Minuten zentrifugiert. Danach erhielt man eine flottierende Fettschicht, eine mit PBS

verdiinnte Mikrosomenfraktion und ein Pellet aus groen Zelltriimmern und intakten Zellen.
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Die Mikrosomenfrakton wurde nochmals bei 100.000*g und 4 °C fiir eine Stunde
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde mit 600 ul PBS vermischt
und mit Ultraschall behandelt. Nach drei Pulsen bei 40 - 50 Watt erhielten wir als Produkt

eine Mikrosomenfraktion fiir die Aktivitdts- und Proteinbestimmung.

Ostradiolumsatz: Umwandlung von Ostradiol in Ostron

Ansatz:

400 pl Natriumphosphatpuffer pH 7,7
50 ul Mikrosomenfraktion

50 ul NAD+(5mg/ml) frisch

1 pl Estradiol (23 uM), *H-markiert

2 Stunden bei 37 °C

Um die Reaktion zu starten wurden 50 pupl der Mikrosomenfraktion aus der
Gewebeaufbereitung (siehe oben) mit 400 pul Puffer und 1 pl Ostradiol (2*10°M) gemischt.
Anschlieffend wurde 2 Stunden unter Schiitteln inkubiert. Mit 100 ul Stoplosung (0,21 M
Ascorbinsdure in 1 % Essigsdure in Methanol) wurde die Reaktion gestoppt. Die Extraktion
der Steroide erfolgte iiber RP-18 Cartridges (Phenomenex). Diese RP-18 Cartridges wurden
mit 2 ml Methanol und 2 ml Wasser equilibriert. Nach Auftrag des Probenansatzes und
Spiilen mit 500 pl Wasser wurden die gebundenen Steroide von den Cartridges in
Autosamplervials (Zinsser) mit 2 x 100 pul Methanol eluiert. Der Umsatz (% conv.) lie sich
nach einem HPLC-Lauf (Sdule Merck, Suprasil, Laufmittel H,O:Acetonitril 1:1) ausrechnen
aus dem Verhiltnis von Edukt (E2) zu Produkt (E1) (1). Dabei wurde der Umsatz von

Ostradiol (E2) in Ostron (E1) mit folgender Formel erfasst:
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PmoOlE, *% coy, * D[LUT[ON
100 * Time[min]

pmol / min =

% conv = Konversion von Ostradiol in Ostron

Proteinbestimmung:

Ansatz:

Losung A bestand aus:

2 % Na,CO;,

0,7 % NaOH,

0,16 % Na, Tartrat,

1 % SDS

Losung B bestand aus:

4 % CuSO4

Losung C bestand aus:

100 Teilen Losung A und 1 Teil Losung B

Losung D bestand aus:

1 : 1 -verdiinntem Folin Ciocolteau—Reagenz (Sigma)

Der Proteingehalt der Mikrosomen—Fraktion wurde mit Hilfe der modifizierten Methode nach
Louwry gemessen. Zuerst wurde eine verdiinnte Standardreithe mit BSA hergestellt. Die
Proben wurden so verdiinnt, dass deren Proteinkonzentrationen in den Bereich der
Standardkurve lagen. Je 250 pl der verdiinnten Proben wurden in Reaktionsgefaf3en vorgelegt
und je 750 pl von Losung C hinzugefiigt. Nun folgte eine 10 miniitige Inkubation bei

Raumtemperatur. Je 75 ul Losung D wurde danach hinzupipettiert. Der Ansatz wurde 45 min.
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in Dunkelheit stehen gelassen. Per Photometer wurde die Extinktion bei 660 nm bestimmt.
Essonm= Optischen Dichtessonm

Berechnung:

Omebe * C
=—— B *Verdiinnungsfaktor F
Probe 0 D

BSA
OD = Optische Dichte
C/c = Konzentration

F= Verdiinnungsfaktor der Probe

Isolierung von Gesamt-RNA aus Brustdriisengewebe:

Zuerst wurden die in Stickstoff gemorserten Gewebeproben mit dem Qiagen RNeasy Kit in
RTL-Puffer mit Mercaptomethanol lysiert; dies geschah mit Hilfe eines mechanischen Qiagen
Glas Shredders. Von Vorteil war dabei, dass die genomische DNA geschert und die
Viskositét des Lysats verringert wurde. Um eine bessere Bindungskapazitét zu erzielen fiigten
wir 70 % Alkohol hinzu. Die Probe wurde dann auf RNeasy Spin Sdulen pipettiert und
zentrifugiert damit sich die RNA an die Matrix des Sdulenmaterials binden konnte, und dann
wieder zentrifugiert. Nach dreimaligem Waschen mit RW1 Puffer und RPE Puffer eluierten
wir die RNA von der Matrix durch Hinzufiigen von RNAse-freiem Wasser.

Der RNA-Gehalt wurde photometrisch bei 260nm bestimmt:

CProbe = OD Probe*40ug/ml
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Synthese von cDNA aus Gesamt-RNA

Verwendet wurde fiir die Synthese von cDNA aus Gesamt RNA der T-primed First-Strand
Kit der Firma Amersham Pharmazia Biotech:

In 1,5ml Reaktionsgefdflen ist ein lyophhilisierter Reaktionsmix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP,
FPLCpure, Murine Reverse Transkriptase, RNA guard — RNAse Inhibitor, RNase-Free BSA

und Not I-d(T)18 Primer) vorgelegt.

1,2 - 4 ng Gesamt-RNA fiillten wir auf 33 pl mit RNAse-freiem Wasser auf. Diese Losung
pipettierten wir in ein Mikrozentrifugen-Gefdl und erhitzten auf 65 °C fiir 5 Minuten.
AnschlieBend transferierten wir die RNA-haltige Losung in ein 37 °C Bad und inkubierten sie
nochmals fiir 5 Minuten. Gleichzeitig erwdarmten wir den First-Strand-Reaktionsmix auf 37
°C fiir 5 Minuten. Dann gaben wir die RNA-L&sung zu dem Reaktionsmix ohne beides zu
vermischen. Wiederum erwérmten wir die Probe auf 37 °C fiir 5 Minuten. Nun wurde durch
vorsichtiges Vortexen gemischt und kurz zentrifugiert. Danach wurde fiir eine Stunde bei 37

°C inkubiert. Fiir die PCR Analysen verdiinnten wir die Proben mit Wasser je auf ca. 40 ng /

ul.
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3 Ergebnisse

3.1 Immunhistochemie fiir 173-HSD 4 (Abb. 4-17)

Auswertung:

Um mittels der Methode der Immunhistochemie im Brustdriisenepithel 17B-HSD 4
anzufiarben haben uns Dr. Moller, Dr. Kremmer und Dr. Adamski vom Forschungszentrum
fiir Umwelt und Gesundheit (Miinchen) freundlicherweise zwei verschiedene Antikorper zur
Verfiigung gestellt (2C7 und 2E9, siehe auch unter Material und Methoden). Eine
zytoplasmatische, feingranuldre Anfirbung von Driisenepithelzellen war mit beiden
Antikorpern deutlich erkennbar. Die Firbeintensitit der Epithelzellen variierte, aber die
Brustdriisenepithelzellen oder Nierenepithelzellen (Positivkontrolle, Abb.3) setzten sich stets
deutlich von anderen nicht gefarbten Zellen (Fettzellen und anderen Stromazellen) ab. Die
Anfarbung von Tubuloalveoli und Géngen wurde auf einer Skala von negativ bis 3+
semiquantitativ ausgewertet. Negativ bedeutet keine Anfarbung, 1+ bedeutet schwache
Anfarbung, 2+ moderate Anfarbung und 3+ starke Anfarbung.

Quantitative Aussagen zur Anzahl einzelner gefarbter Driisenepithelzellen kann man generell
nicht machen, da sich einzelne Zellen oft nicht klar hervorheben, sondern meist das Bild einer
gesamten Brustdriisenepithelanfarbung entsteht. In ganz vereinzelten Schnitten blieb das
Gewebe — aus nicht bekannten, vermutlich technisch bedingten Griinden — ungeférbt. Von
mehreren Patientinnen wurden je zwei Proben aus unterschiedlichen Brustlokalisationen
ausgewdhlt, um einen Eindruck von der Variabilitidt der Proben der Individuen zu erhalten
(Beispiel: Probe 30/98-6 siche Abb. 11 und Probe 30/98-11). Es zeigten sich dabei keine

Farbeunterschiede.
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Starkere Farbkontraste zeigten sich bei dem Antikorper 2E9 (Abb. 6, 7, 8, 9, 14, 15, 26, 17)
als bei dem Antikorper 2C7 (Abb. 4, 5, 10, 11, 12, 13). 2E9 farbte die Driisenlappchen
intensiver an, dafiir farbte sich aber manchmal auch der Hintergrund mit an. Im Zytoplasma
der Brustdriisenepithelzellen zeigte sich bei beiden Antikorpern eine granuldre Farbung. Die
Zellkerne farbten sich nicht. Bei manchen Pridparaten gewinnt man aufgrund der Anfarbung
basal im Epithel gelegener Zellen den Eindruck, dass auch Myoepithelzellen Antikoérper
banden (Abb. 13). Dies konnte in interlobuldren Giangen deutlicher beobachtet werden (Abb.
6). Bindegewebszellen sowie Fettgewebszellen farbten sich entweder gar nicht oder nur sehr
schwach an. Vereinzelt im Bindegewebe liegende Zellen waren positiv. Es konnte sich dabei
um Makrophagen handeln. Alveolarmakrophagen konnten z.B. in Lungenpriparaten
eindeutig als 17B-HSD 4 positiv nachgewiesen werden (hier nicht gezeigt). Das
Mengenverhéltnis Bindegewebe/Fettgewebe/Driisengewebe war bei jeder Patientin sehr
unterschiedlich ausgeprigt. In vielen Lappchen farbten sich die Tubuloalveoli etwas starker
an als die intralobuldren Ductuli (Abb. 4, z.T. Abb. 10, Abb. 12, 13, 15). Extralobuldre Ginge
entsprachen hinsichtlich der Farbeintensitit denen der Ductuli in den Lappchen oder waren
oft geringfiigig schwicher gefirbt. Nur in wenigen Préparaten waren die interlobuldren Génge
stiarker als die intralobuldren Ductuli angefarbt (siche Tabelle 1 und 2). Es konnten leichte
Tendenzen im Férbeverhalten der Schnitte hinsichtllich des Menstruationszyklus und der
Einnahme  oraler = Kontrazeptiva  festgestellt ~ werden. Die  Ergebnisse  der
immunhistochemischen Farbungen von 178-HSD 4 mit den Antikorpern 2C7 und 2E9 sind in

Tabelle 1 und 2 wiedergegeben und einige Priparate sind beispielhalft abgebildet.
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Abb. 3: Positivkontrolle fiir 173-HSD 4, Niere Mensch; Antikorper 2E9; das gleiche Erscheinungsbild erhdlt
man mit Antikérper 2C7; erkannt werden die Epithelzellen der distalen Tubuli

Verg. 200-fach

Abb. 4: Immunhistochemischer Nachweis der 173-HSD 4,Brustdriise Mensch (Probe 99/97-7); follikuldre
Phase; Antikorper 2C7
Unterschliedlich intensive Anfirbung der einzelnen Ausschnitte der Tubuloalveoli, intralobuldre Ductuli
schwach gefiirbt

Vergr. 100-fach
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Abb. 5: Immunhistochemischer Nachweis der 173-HSD 4, Brustdriise Mensch (Probe 23/98-4); follikuldre
Phase, Antikorper 2C7, unterschliedliche Anfirbung der Tubuloalveoli

Vergr. 200-fach

Abb. 6: Immunhistochemischer Nachweis der 173-HSD 4, Brustdriise Mensch (Probe 109/99-7), Milchgang;
follikuldre Phase,
Antikérper 2E9, Anfirbung stark basal im Epithel — Myoepithelzellen wahrscheinlich mit dargestellt

Vergr. 100-fach
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Abb. 7: Immunhistochemischer Nachweis der 173-HSD 4; Brustdriise Mensch (Probe 21/98-14); follikuldre
Phase; Antikorper 2E9, recht gleichmdfiges, apikal betontes Féirbemuster, etwas schwdichere Anfirbung der
Epithelbasis

Vergr. 200-fach

Abb. 8: Immunhistochemischer Nachweis der 17[3-HSD 4, Brustdriise Mensch (Probe 134/98-3); follikuliire
Phase; Antikorper 2E9, unterschiedliche Anfdrbung der Tubuloalveoli, schwdichere Féirbung der intralobuldiren
Ductuli

Vergr. 100-fach
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Abb. 9: Immunhistochemischer Nachweis der 173-HSD 4; Brustdriise Mensch (Probe 105/97-3); follikuldre
Phase; Antikorper 2E9. Heterogene Anfirbung der Tubuloalveoli und Ductuli

Vergr. 200-fach

Abb. 10: Immunhistochemischer Nachweis der 17/3-HSD 4, Brustdriise Mensch (Probe 98/97-3), luteale Phase;
Antikorper 2C7. Deutlich erkennbar ist die meist schwdchere Anfirbung der intralobuldren Ductuli im
Vergleich mit den Tubuloalveoli

Vergr. 40-fach



Ergebnisse Immunhistochemie fiir 178-HSD 4 42

“ - E .\I‘ i L L A . i ! oty ' \ .I".' "
Abb. 11: Immunhistochemischer Nachweis der 17(3-HSD 4, Brustdriise Mensch (Probe 30/98-6), Milchgang mit

deutlicher, positiver Reaktion, luteale Phase,; Antikérper 2C7

Vergr. 100-fach

Abb. 12: Immunhistochemischer Nachweis der 17(3-HSD 4, Brustdriise Mensch (Probe 32/98-4); luteale Phase.
Intra- und extralobuldrer Gang sind etwas schwiicher als die Tubuloalveoli gefirbt, Antikorper 2C7

Vergr. 200-fach
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Abb. 13: Immunhistochemischer Nachweis der 175-HSD 4; Brustdriise Mensch (Probe 33/98-2); luteale Phase,
Antikorper 2C7. Die Reaktion ist hier schwerpunktmdf3ig basal im Epithel und betrifft wahrscheinlich auch
Myoepithelzellen

Vergr. 400-fach

Abb. 14: Immunhistochemischer Nachweis der 173-HSD 4; Brustdriise Mensch (Probe 13/98-1); luteale Phase,
Antikérper 2E9. Oft basal betonte Epithelreaktion, Génge reagieren schwdcher als Tubuloalveoli

Vergr. 100-fach
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Abb. 15: Immunhistochemischer Nachweis der 17/3-HSD 4, Brustdriise Mensch (Probe 28/98-6), luteale Phase;
Antikérper 2E9. Reaktion des Epithels ist basal betont

Vergr. 200-fach

Abb. 16: Immunhistochemischer Nachweis der 17/3-HSD 4, Brustdriise Mensch (Probe 29/98-2), luteale Phase;
Antikérper 2E9. Schwache oder fehlende Reaktion in den grofieren extralobuldren Gangstrukturen

Vergr. 100-fach
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Abb. 17: Immunhistochemischer Nachweis der 17/3-HSD, Brustdriise Mensch (Probe 51/98-6); luteale Phase;
Antikorper 2E9. Recht heterogenes Fdrbemuster. Hier reagieren auch Bindegewebszellen positiv

Vergr. 400-fach

Es folgt eine tabellarische Auswertung der Immunhistochemie mit den zwei Antikorpern
(2C7 und 2E9) fiir 178-HSD 4. Beriicksichtigt wurde das Firbeverhalten innerhalb der

Driisenldppchen sowie in extralobuldren Driisengdngen. Differenziert wurde folgendermaf3en:

+ — schwache Anfarbung
++ — mittelstarke Anfarbung
4t — starke Anfarbung
negativ — keine Anfirbung

kein Gang — kein Driisengang im Schnitt getroffen
p — Pilleneinnahme

Ergebnisse finden sich in Tabelle 1 und 2.
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Tabelle 1: Immunhistochemische Ergebnisse mit den Antikorpern 2E9 und 2C7 von 173-HSD

4 in der follikuldren Phase

Antikirper 2C7 follikulare Phase

Antikirper 2E9 follikulare Phase

Probe Tubuloslveol [ExdralobulEre Gange Probe o E—— Extralobulare Gange
95/97-3 P+ +++ 95/97-3 ++ ++
99/97-5 +++ kein Gang

99/97-7 + + 99/97-7 + kein Gang
102/97-1 + kein Gang 10245971 ++ kein Gang
1054571 B |+ kein Gang

105/97-3 jal + kein Gang 105/97-3 +++ ++
106/457-3 + + 106/47-3 + kein Gang
14/58-8 +++ kein Gang 14/95-8 ++ kein Gang
16/98-2 ++ kein Gang 16/95-2 ++ kein Gang
21/98-14 + + 21/98-14 +++ kein Gang
23/958-4 p |+t kein Gang 23/95-4 +++ kein Gang
24/98-6 P +++ ++ 24/98-6 +++ ++
101/88-1 + + 101/58-1 + +
1025981 + + 102/98-1 ++ ++
131881 ++ ++ 131581 ++ +
134/958-3 + kein Gang 134/98-3 ++ ++
15/99-9 + kein Gang 15/93-9 + kein Gang
18/99-1 +++ +++ 18/99 + kein Gang
31/88-5 P +++ kein Gang 31/95-5 ++ kein Gang
44/959-3 + kein Gang 44/93-3 ++ ++
98/99-2 + + 95/93-2 ++ ++

99/99 P negatiyv negatiyv 99/99-2 negativ negatiyv
100/89-5 +++ kein Gang 100/599-5 + +
109/99-7 P ++ ++ 109/99-7 +++ +++
145/99-6 +++ +++ 145/99-6 +++ +++

Tabelle 2: Immunhistochemische Ergebnisse mit den Antikorpern 2E9 und 2C7 von 173-HSD

4 in der lutealen Phase

Antikirper 2 C7 luteale Phase

Antikirper 2 E9 luteale Phase

Prabe Tubuloalveol Extralobulire Gange Probe Tubuloalveol Extralobulgre Gange
98973 negativ negativ g5/97-3 negativ negativ
o8/97-3 +4++ ++ O8/97-3 +++ ++
1355 p |+t kein Gang 13/98 +++ ++
22/95-4 ++ ++ 22/95-4 negativ negativ
27/958-2 negativ negativ 27852 negativ ++
28/85-1 negativ + 28/95-6 +++ negativ
29/951 ++ ++ 290952 +++ negativ
30/98-6 +++ ++ 30/95-6 +++ +++
30/98-11 +++ +++

32/958-4 +++ +++ 32/55-4 ++ ++
33/95-2 +++ ++ 33/85-7 +++ ++
51/98-6 +4++ +++ 51/98-6 ++ ++
85/95-4 negativ negativ 83/98-3 negativ negativ
100/593-3 + negativ 100/98 + regativ
1/99-3 ++ ++ 1/99-3 negativ negativ
2/99-4 P+ ++ 2/99-4 ++ ++
16R/29-1 +++ +++ 16/99-1 +++ +++
36/99-3 P+ kein Gang 36/99-3 negativ negativ
358/93-3 P+ + 38/59-3 + +
41/99-1 P |negativ negativ $1/58-3 negativ negativ
43/99-3 +++ negativ 43/99-3 +++ ++
46/959-1 +++ negativ 46/59-1 ++ negativ
47992 ++ negativ 479941 + regativ
49/93-1 +4+ negativ 49/95-1 ++ ++
B6/99-7 negativ negativ 56/59-7 ++ negativ
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Kommentierung der Tabellen 1 und 2

Fiir die immunhistochemischen Versuche der 178-HSD 4 verglichen wir Gewebe von 47
pramenopausalen Frauen, davon 23 in der follikuldren Phase und 24 in der lutealen Phase. In
der follikuldren Phase nahmen 9 von den 23 Frauen die Pille ein, in der lutealen Phase 5 von
den 24 Frauen. Von drei Patientinnen wurden je zwei Proben aus unterschiedlichen
Brustlokalisationen ausgewihlt. Jede Probe wurde mit zwei Antikorpern gegen 178-HSD 4
(2E9 und 2C7) untersucht. Tabelle 1 zeigt die Ergebnisse fiir die Proben der follikuldren

Phase, Tabelle 2 fiir die Proben der lutealen Phase.

176-HSD 4 wurde immunhistochemisch bei 42 Patientinnen sowohl in der follikuldren als
auch in der lutealen Phase nachgewiesen. Es wurde in den Gingen und auch in den
Tubuloalveoli im normalen Brustdriisenepithel nachgewiesen. Auch bei Patientinnen unter
oraler Kontrazeption zeigte sich eine positive Farbung bei beiden Antikérpern in jeder
Zyklusphase. Zwar wurde eine statistische Auswertung nicht durchgefiihrt, tendenziell zeigte
sich jedoch eine intensivere Anfarbung der 17B-HSD 4 in der follikuldren Phase bei beiden
Antikdrpern. Extralobuldre Géange und Tubuloalveoli zeigten die gleiche Farbeintensitit in
beiden Phasen mit beiden Antikorpern. Auffillig war aber, dass sich die Tubuloalveoli der
Brustdriisenepithelzellen in der follikuldren Phase stirker bei den Frauen anfirbten, die
hormonell verhiiteten, und in der lutealen Phase farbten sich die Zellen der Frauen stirker an,

die natiirliche ovarielle Zyklen hatten.
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3.2 Immunhistochemie fiir Ostrogen- und Progesteronrezeptoren

Auswertung:

Die Pridparate der Brustgewebe von 47 Frauen (63 Schnitte) wurden in Bezug auf das
Auftreten von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren untersucht (von 16 Patientinnen wurden
die Schnitte fiir beide, Ostrogen- und Progesteronrezeptorfirbungen, verwendet). Je
Probandin wurden 1200 bis 1500 Brustdriisenepithelzellen ausgezéhlt, und dabei beurteilt, ob
ihre Zellkerne gefarbt waren, oder nicht. Durchschnittlich farbten sich 4-7 % der Zelllkerne
positiv an. Dies galt fiir den Ostrogenrezeptorantikorper als auch fiir den
Progesteronrezeptorantikorper. Hauptsdchlich die Zellkerne von Brustdriisenepithelzellen
farbten sich. Fettzellen, Stromazellen und Myoepithelzellen blieben frei. Zur statistischen

Auswertung wurde der Wilcoxon-Rangsummen Test fiir unpaarige Proben verwendet.

Bei der immunhistochemischen Firbung von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren in
Schnitten der normalen menschlichen Brustdriise stellte sich eine betrichtliche Heterogenitét
der Férbeintensitét dar. Sie variierte von Patientin zu Patientin und, bei Beurteilung mehrerer
Schnitte einer Patientin, auch von Lokalisation zu Lokalisation. In einzelnen Schnitten zeigten
die Lappchen eine eher locker gesprenkelte Farbung, die darauf beruhte, dass nur eine oder
zwei Zellen in einem Tubuloalveolus positiv waren. Die immunreaktiven Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren waren offensichtlich diffus im Zellkern lokalisiert. Nur ein kleiner Teil
der Zellen war positiv gefarbt, im Durchschnitt zwischen 4 und 7 % aller Epithelzellen. Die
statistischen Auswertungen mit dem Wilcoxon Rangsummentest fiir unpaarige Stichproben
ergab keine Signifikanzen, aber es zeigten sich folgende Tendenzen: Die Anzahl an

Progesteron- und Ostrogenrezeptoren war jeweils hoher in der follikuldren als in der lutealen
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Phase (p=0,268 und p=0,980; Patientinnen mit und ohne Pilleneinnahme zusammengefasst).
Hinsichtlich Antikonzeption zeigen sich folgende Tendenzen: Ostrogen- sowie
Progesteronrezeptoren waren unter oraler Kontrazeption niedriger exprimiert als ohne
Kontrazeption (in der lutealen Phase p=0,271 und p=0,374) sowie in der follikuldren Phase
(p=0, 675 und 0,378). Die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen sind als
Abbildungen 18 und 19, tabellarisch in Tabelle 3 und 4, sowie graphisch in Abb. 20 und 21

wiedergegeben.
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Ergebnisse

Abb. 18: Immunhistochemischer Nachweis von Ostrogenrezeptoren;

Brustdriise Mensch (Probe 95/97-7);

g}

Antikérper M7047. Deutliche Anfirbung der Epithelzellen

)

follikuldre Phase,

-fach

Vergr. 400

Abb. 19: Immunhistochemischer Nachweis der Progesteronrezeptoren Brustdriise Mensch (Probe 24/98-6);

follikulire Phase; Antikérper M3529. Deutliche Anfirbung der Epithelzellen

Vergr. 20-fach
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Tabelle 3: Prozentualer Anteil an dstrogenrezeptor-positiver Epithelzellen in der

follikuldren und lutealen Phase (positiv in % bedeutet: Zahl der positiven Epithelzellen in %)

Antikorper gegen Ostrogenrezeptoren Antikérper gegen Ostrogenrezeptoren
Follikuldre Phase p=Pilleneinnahme Luteale Phase
Probe Positiv in % Probe Positiv in %
95/97-7 ‘9.5 p 100/97-3 9.0 p
102/97-5 ‘4.1 13/98 <1 p
14/98-1 <1 p 22/98-4 ‘5.8
21/98-11 3.1 27/98-2 1.0
24/98-6 6.7 p 30/98-11 ‘8.9
27/98-2 1.0 51/98-6 <1
101/98-1 ‘4.9 p 88/98-3 ‘3.6
102/98-1 17.8 100/98-1 ‘5.8
131/98-1 7.9 2/99-4 5.3 p
15/99-9 ‘5.0 16/99-1 ‘5.8
18/99-1 "13.0 38/99-3 <1 p
31/99-5 '<1.0 p 41/99-3 6.8 p
44/99-3 ‘4.0 43/99-3 “11.1
66/99-7 ‘9.4

Tabelle 4: Prozentualer Anteil an progesteronrezeptor-positiver Epithelzellen in der

follikuldren und lutealen Phase

Antikorper gegen Progesteronrezeptoren  Antikérper gegen Progesteronrezeptoren

Follikuldre Phase p=Pilleneinnahme Luteale Phase
Probe Positiv in % Probe Positiv in %
95/97-7 ‘7.9 p 98/97-3 71
96/97-2 "15.6 100/97-3 6.9 p
99/97-7 ‘9.5 13/98 <1 p
102/97-5 <1 22/98-4 6.1
105/97-3 ‘6.9 p 28/98-2 18.4
14/98-8 <1 p 30/98-11 <1
16/98-2 ‘8.8 p 33/98-6 <1
21/98-11 4.0 51/98-6 <1
23/98-5 4.5 p 88/98-3 7.2
24/98-6 12.6 p 100/98-1 ‘7.4
85/98-2 <1 1/99-3 ‘9.3
101/98-2 6.1 p 16/99-1 5.2
102/98-1 12.2 36/99-3 2.8 p
131/98-1 "10.3 38/99-3 1.8 p
134/98-3 ‘9.5 43/99-3 10.8
18/99-1 12.1 46/99-1 ‘5.5
31/99-5 4.6 p 47/99-2 17.2 p

44/99-3 12.6 49/99-4 ‘5.0 p
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Abb. 20: Prozentualer Anteil an éstrogenrezeptor-positiver Epithelzellen in der follikuldiren

und lutealen Phase

Positive  'C |
Zellen [%] 9

O T T
Follikulare Luteale Phase Follikulare Luteale Phase

Phase ohne ohne Pille Phase mit mit Pille
Pille Pille

Abb. 21: Prozentualer Anteil an progesteronrezeptor-positiver Epithelzellen in der

follikullldren und lutealen Phase

Positive 101

Zellen [%] °©

O T T
Follikulare Luteale Phase Follikulare Luteale Phase
Phase ohne ohne Pille Phase mit mit Pille
Pille Pille
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3.3 Nachweis von 17p5-HSD 4 cDNA mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) in

weiblichem Brustdriisengewebe (Abb.22)

Abb. 22: PCR-Produkte derl73-HSD 4 amplifiziert aus cDNA von Brustdriisenpeithelzellen

follikulare Phase luteale Phase

- - --......-.--
< - --.e
17B-HSD 4y et L L L R L

=  7bp
Protein 26™8%

o of I'l

Proben 1-17 Std 1 u. Std.2
Wasserprobe (Negativprobe)

Proben: follikuldre Phase

1=15/99-9 10=88/98-4
2=18/99-1 11=100/98-3
3=31/99-5 12=1/99-3

luteale Phase
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Nachweis der 17B-HSD 4 mittels PCR

4=44/99-3
5=98/99-2
6=99/99-1
7=100/99-5
8=109/99-7
9=145/99-6

13=2/99-4

14=16/99-1
15=36/99-3
16=41/99-1
17=43/99-3
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In Abb. 22 ist die PCR-Amplifikation der 17-8 HSD 4 sowie des 26S-Proteins aus cDNA von

menschlichen Brustgeweben zu sehen. Dieses Experiment sollte die Expression der 178-HSD

4 im Brustgewebe wiedergeben. Untersucht wurden hier insgesamt 17 Gewebe, 9 der

follikuldren, 8 der lutealen Phase. Die untere Reihe zeigt die PCR-Produkte des humanen

26S-Protein, auf welche die 178-HSD 4 Produkte je Patient normiert wird. Die Wasserproben

(Negativkontrollen) zeigen keine Signale. Die ersten neun aufgetragenen PCR-Produkte sind

Proben der follikuldren Phase. Proben 10-17 sind Proben der lutealen Phase. In den unten

(Abb. 23) gezeigten Graphiken sind die Proben ihrer Menge an 178-HSD 4 nach geordnet

worden.

signal
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Abb.

A: 17R-HSD 4, follikuldre Phase

23:

units)

PCR der17p-HSD 4; Signalstirke in der follikuldren Phase (A) und in der lutealen Phase (B)
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(Signal des 17-HSD 4-PCR-Produkts wurde normiert auf das Signal des PCR-Produkts des

housekeeping genes S26 Protein)

17B-HSD 4 ist ein Enzym, welches also im Brustdriisengewebe exprimiert ist: Es zeigte sich
in allen 17 Patientenproben mit unterschiedlicher Menge. Zyklusabhingige Schwankungen
fiir die 178-HSD 4 konnten mittels PCR nicht nachgewiesen werden, wie der Vergleich von

Abb. 23 A und B zeigt.
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3.4  Ergebnis der Enzymaktivitdtsmessung in menschlichem Brustgewebe

Erste Enzymaktivititsmessungen sollten einen Hinweis darauf geben, ob menschliches
Brustgewebe in der Lage ist, Ostradiol in Ostron umzuwandeln, eine Aktivitit, die von 178-
HSD 4 sowie von 178-HSD 2 geleistet werden kann. Untersucht wurde hier insgesamt 7
Gewebe, 5 in der follikuldren und 2 in der lutealen Phase. Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse der

Messung.

Tab. 5: Umsatz von Ostradiol zu Ostron durch Brustgewebe der follikuléiren und der

lutealen Phase (Enzmaktivititsmessung)

Spez.Enzymaktivitat

Probe Phase (pmol/mg/min)

15/99-1  follikullar 1,377
18/99-1  follikullar 1,262
31/99-2  follikullar 2,183
100/99-1 follikullar 0,772
109/99-1 follikullar 2,209
16/99-2  luteal 0,865
36/99-2  luteal 0,903

In jedem Brustgewebe wurde eine oxidative Aktivitit gegeniiber Ostradiol gemessen, die
Umsétze waren jedoch sehr niedrig. Fiir die Aussage, ob es eine Zyklusabhingigkeit gibt oder

nicht, ist die Anzahle der Proben bisher zu gering.
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4 Diskussion

4.1 Vergleich rein morphologischer und immunhistochemischer Befunde

In der vorliegenden Arbeit wurde das Vorkommen der 17B-Hydroxysteroiddehydrogenase 4
in gesunden nicht laktierenden Brustdriisenepithelzellen der Frau wéhrend des normalen
Menstruationszyklus und bei oraler Kontrazeption charakterisiert. Weiterhin wurde gepriift,
ob ein Zusammenhang zwischen der Expression von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren im
Brustdriisengewebe im Verlauf des weiblichen Zyklus sowie Verianderungen bei Einnahme
oraler Kontrazeption besteht. Es erschien sinnvoll, fiir diese Fragestellung morphologische

und biochemische Methoden einzusetzen.

Obwohl fiir die terminalen Gangabschnitte und die Endstiicke (Ductuli=Tubuloalveoli) eine
differenzierte morphologische Nomenklatur besteht, die noch dazu bei verschiedenen Autoren
unterschiedlich ist, (sieche z.B. Wellings et al. (1975) und Krstic (1991)), so ist doch auftillig,
dass sie sich bei Nachweis vieler funktioneller Parameter nicht oder kaum unterscheiden. Erst
zwischen groBeren extralobuldren Gidngen und terminalen Strukturen treten Unterschiede
deutlich hervor. Dessen ungeachtet konnen sich die Epithelien in verschiedenen Léppchen im
gleichen Schnittpréparat durchaus hinsichtlich der Expression von einzelnen Parametern und
auch hinsichtlich ihrer Morphologie unterscheiden. Das relativ  einheitliche
Expressionsmuster der 178-Hydroxysteroiddehydrogenase 4 in terminalen Géngen und
Endstiicken unterstreicht das oben gesagte. Ahnliches beobachteten (Feuerhake et al. 2000)
hinsichtlich der Expression von einzelnen Zytokeratinen, sauren Mukopolysacchariden sowie
von Bcl-2 und Bax in nicht-laktierenden gesunden Brustdriisen. Auch wihrend der

Neubildung von Léppchen, die von terminalen Géngen ausgeht, unterscheiden sich
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Lappchenepithelien und terminale Gangepithelien in vielen histo- und immunhistochemischen
Merkmalen praktisch nicht (Welsch et al. 1998). Erst wéhrend der Laktation unterscheiden
sich Endstiicke und terminale Génge, z. B. hinsichtlich der Zytokeratinexpression deutlicher
(Welsch et al. 1998). Solche Beobachtungen deuten auf relativ einheitliche
molekulargenetische Eigenschaften der terminalen Gangstrukturen und der Endstiicke in der

nicht-laktierenden Brustdriise hin.
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4.2 Immunhistochemie und mRNA Expression der 17/-HSD 4 und Aktivitdtsmessungen in

Brustgewebe

17B8-Hydroxysteroiddehydrogenase 4 wurde in der vorliegenden Untersuchung
immunhistochemisch sowohl in Géngen als auch in den Tubuloalveoli in normalem
Brustdriisenepithel nachgewiesen; ebenso bei Frauen mit hormoneller Antikonzeption.
Angefarbt haben sich zytoplasmatische fein granulédre Strukturen der Brustdriisenepithelzellen
und nicht die Zellkerne. Bei einigen Préiparaten sind die Myoepithelzellen stirker angefarbt
als die Driisenepithelzellen. Bindegewebszellen sowie Fettzellen farbten sich entweder gar
nicht oder nur schwach an. Mit einer Immungold-Methode haben Markus et al. (1995 a, b) die
17B-Hydroxysteroiddehydrogenase 4 in Peroxisomen lokalisiert [24, 25]. Der Nachweis von
granuldren Strukturen weist also darauf hin, dass durch die verwendeten Antikorper
tatsdchlich 178-HSD 4 detektiert wurde. Die Zyklusabhingikeit der 17B8-HSD 4 in der
Mamma wurde bis jetzt noch nicht untersucht. In unseren immunhistochemischen
Untersuchungen stellte sich heraus, dass das Enzym sowohl in der follikuldren als auch in der
lutealen Phase des ovariellen Zyklus exprimiert wird, wobei eine leicht intensivere Anfarbung
der 17B-HSD 4 in der follikuldren Phase auftrat; allerdings konnte diese Beobachtung
statistisch nicht abgesichert werden. Eine Studie mit gro8eren Fallzahlen miisste durchgefiihrt
werden um zu zeigen, ob 17B-HSD 4 eine wichtige Rolle dabei spielt, das Brustepithel in der
follikuliren Phase des weiblichen Zyklus vor zu hoher intrazellulirer Ostradiolmengen zu

schiitzen.

Daten fiir das Fehlen einer Zyklusabhingigkeit wurden von Soderqvist et al. (1998) fiir das
Ostradiol synthetisierende Enzym 178-HSD 1 [46] ebenfalls gefunden. Stark zyklusabhingig
verhalten sich jedoch einige 17B-HSDs in anderen Zielgeweben. 17B-HSD 1 ist im

menschlichen Endometrium (ein weiteres Zielgewebe der Sexualsteroide) in der follikuldren
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Phase nicht nachweisbar [21] und 17B-HSD 2 im gleichen Gewebe nur in der spiten lutealen

Phase [29].

Wir stellten im Vergleich mit und ohne Einnahme oraler Kontrazeption leichte
zyklusabhidngige Unterschiede in der Férbeintensitit der 17B-HSD 4 der weiblichen
Brustdriise fest. 178-HSD 4 zeigte zwar eine dhnliche Firbeintensitit in Géngen und
Tubuloalveoli, auffillig war aber, dass sich mit unseren beiden Antikérpern (2E9 und 2C7)
gegen 17B8-HSD 4 die Géinge und Tubuloalveoli der Brustdriisenepithelzellen in der
follikuldren Phase stidrker bei den Frauen anfdrbten, die hormonell verhiiteten, und in der
lutelealen Phase farbten sich die Zellen der Frauen stirker an, die natiirliche ovarielle Zyklen

hatten. Eine statistische Auswertung miisste auch hier mit gro8eren Probenzahlen erfolgen.

Soderqvist et al. (1998) konnten fiir die Expression von 178-HSD 1 Abhingigkeiten von
hormoneller Verhiitung feststellen. Die Intensitit der Antikorper-Farbung der 178-HSD 1 war
bei Frauen mit hormoneller Antikonzeption in den tubuloalveoldren Epithelzellen starker als
bei Frauen mit natiirlichen ovariellen Zyklen. Fiir Brustdriisengénge erreichte der Unterschied

sogar Signifikanz [46].

Uber den mRNA-Gehalt in Brustgewebe sollte ebenfalls untersucht werden, ob 178-HSD 4 in
weiblichen  Brustdriisenepithelzellen  zyklusabhéngig exprimiert wird. Die PCR-
Untersuchungen ergaben keinen Hinweis auf eine Zyklusabhingigkeit. Die Methode zur
Quantifizierung der Menge an 17B-HSD 4-mRNA im Brustdriisenepithel ist zukiinftig zu
verbessern, um noch eindeutigere Aussagen treffen zu konnen: Fiir die hier durchgefiihrten
Versuche wurde Gesamt-RNA aus Brustgeweben extrahiert, die vermutlich wechselnde
Mengen an Fettgewebe (ohne 178-HSD 4 Gehalt) und wechselnden Mengen an Epithel (in

dem laut immunhistochemischen Untersuchungen die 178-HSD 4 zu finden ist) aufwiesen.
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Die zur Vervielfiltigung durch die PCR zur Verfiigung stehenden 17B8-HSD 4-mRNA war
vermutlich schon durch diese Priparationsvariationen bei jeder Probe unterschiedlich. Erste
Tests zur Abwandlung der Methoden wurden unternommen (nicht gezeigt): Aus
histologischen Schnitten wurde Brustepithel mit Hilfe eines Skalpells ausgekratzt, und aus
diesem Epithel wurde RNA isoliert. Die ersten PCR-Analysen zeigten allerdings noch keine

befriedigenden Ergebnisse. Die Mengen an isolierter RNA waren wahrscheinlich zu gering.

Extrem gering waren die oxidativen Umsitze der Enzymaktivitdtsmessung im Brustgewebe.
Es konnte jedoch in jeder Zyklusphase oxidative Aktivitidt gemessen werden, eine Aktivitit,
die der 178-HSD 4 und der 1768-HSD 2 zugeschrieben werden kann. Mogliche Ursachen
dieses geringen Umsatzes konnen einerseits an der Methode liegen, andererseits liegt die
Vermutung nahe , dass die Hauptaufgabe der 178-HSD 4 nicht primér im Steroidstoffwechsel

liegt.

Unsere Studienergebnisse wie auch andere Studien erhirten den Verdacht, dass die Aufgaben
der 178-HSD 4 komplex zu sein scheinen [4 ,7 ,27]. Es deutet viel darauf hin, dass die
Aufgaben der 1768-HSD 4 nicht nur auf den Steroidmetabolismus beschrankt sind, wie dies
bei den Hydroxysteroiddehydrogenasen 1 bis 3 und 5 vermutet wird [28, 29, 32 ,34]. Unter
anderem ist das Enzym an der B-Oxidation von Fettsduren und an der Gallensduresynthese
beteiligt [7]. Die moderate Expression von 178-HSD 4 mRNA in zahlreichen Zelltypen, ohne
einen signifikant hohen Wert von 17B8-HSD Aktivitit, lasst eine unzureichende Oxidation von
Ostradiol durch 178-HSD 4 annehmen [27]. AuBerdem besteht keine Korrelation zwischen
der Anwesenheit von 178-HSD 4 mRNA und ihrer oxidativen Aktivitdt in menschlichen

Zellkulturen, dies Korrelation besteht in einer Studie jedoch fiir 178-HSD 1 und 2 [27].
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Zusammenfassend kann man sagen, dass die 178-HSD 4 in zahlreichen menschlichen
Zelltypen exprimiert wird und vermutlich nicht nur primér mit der Inaktivierung von
Sexualsteroiden betraut ist. Fiir deren Inaktivierung scheint insbesondere die 178-HSD 2
verantwortlich zu sein [27]. Unsere Studienergebnisse wie auch zahlreiche andere neue
Studien erhérten den Verdacht, dass die Aufgaben der 178-HSD 4 komplex zu sein scheinen
(4, 7, 27). lhre Hauptaufgabe ist wahrscheinlich eher in einer Mitregulation des

Fettmetabolismus zu suchen [27].
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4.3 Immunhistochemie der Ostrogen- und Progesteronrezeptoren

Die vorliegende Untersuchung hat gezeigt, dass sich beim immunhistochemischen Nachweis
der Ostrogen- und Progesteronrezeptoren nur ein Teil der Brustdriisenepithelzellen anfirbte;
im Durchschnitt waren nur 4 - 7 % der Zellen pro Schnitt Ostrogenrezeptor-positiv. In kleinen
Gingen farbten sich bei uns die Zellen hiufig schwicher an als in den Lappchen. Dies deutet
auf eine physiologische Verwandtschaft zwischen den Eptithelien der kleinen Génge und der
Tubuloalveoli hin. Letztere gehen im Laufe der z.T. mehrjdhrigen Laktation groBer
Mammalier aus den kleinen Géngen hervor, was sich auch am Zytokeratinmuster (CK7 und
CK19) erkennen ldsst (Welsch et al. 1998). Im Gegensatz zu den eigenen Befunden farbten
sich jedoch in der Studie von Ricketts et al. (1991) die Ostrogenrezeptoren in den kleinen
extralobuldren Géngen starker als in den Lappchen. Moglicherweise ist dieser Unterschied
durch methoden-technische Einfliisse bedingt. Die Myoepithelzellen blieben in unseren
Praparaten ungefdrbt, sie scheinen sich diesen Befunden zufolge nicht oder kaum am

Ostrogen- und Progesteronstoffwechsel zu beteiligen.

Bei der immunhistochemischen Fiarbung von Progesteronrezeptoren zeigte die Féarbung ein
dhnliches Muster wie bei der Ostrogenrezeptorfirbung, jedoch fiel die Intensitit der
Progesteronrezeptorfarbung generell stirker aus. Mogliche Ursachen fiir diese stdrkere
Intensitdt konnen an einer héheren Affinitit des Antikdrpers zum Progesteronrezeptor sein,
oder eine stirkere Beteiligung der weiblichen Brustdriise am Progesteronstoffwechsel. Unsere
Beobachtungen der Progesteronrezeptorfarbung stimmen mit denen von Ricketts et al. (1991)
iiberein [22, 41]. Die von uns wie auch von Malet et al. (1991) beobachtete Heterogenitét
unter den angefiarbten Zellen ldsst vermuten, dass es erhebliche Unterschiede im Zellalter,
Reifegrad, Zellfunktion und Zellumsatz zwischen den einzelnen Brustepithelzellen gibt, die

vermutlich die Expression des Progesteronrezeptors beeinflussen [22].
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Bei der Untersuchung aller Proben (mit und ohne oraler Antikonzeption) stellten wir zwar
einen hoheren Ostrogen- und Progesteronrezeptoranteil in der follikuliren als in der lutealen
Phase fest, aber in beiden Phasen werden beide Rezeptoren exprimiert. Bei statistischer
Auswertung war eine nicht signifikante Tendenz feststellbar. Die Versuche sollten jedoch mit
hoheren Fallzahlen wiederholt werden. Dieses Ergebnis widerspricht den Ergebnissen
vorheriger Studien nicht [41, 47, 51]. Auch dort sind beide Rezeptoren in der follikuldren
sowie in der lutealen Phase exprimiert, und es ist ebenfalls ein Abfall an Ostrogenrezeptoren
in der lutealen Phase feststellbar. In einer Studie von Marcopoulos et al. 1988 [23] wurden in
der zweiten Zyklushilfte keine positiven Ostrogenrezeptoren gefunden. Durch die
Verbesserung der Nachweismethoden seit 1988 entspricht dies jedoch nicht mehr dem
momentanen Stand der Wissenschaft. Normalerweise fillt die Anzahl der Ostrogenrezeptoren
im Verlauf des Zyklus ab [41, 47, 51], sie bleiben aber immer nachweisbar. Bei der
immunhistochemischen Féarbung von Progesteronrezeptoren in weiblichen
Brustdriisenpithelzellen fanden Williams et al. (1991) — im Gegensatz zu den vorliegenden
Befunden - keine zylusbedingten Schwankungen. Im Endometrium findet dagegen immer ein

deutlicher Abfall der Anzahl der Progesteronrezeptoren wéhrend der lutealen Phase statt [51].

Es ergaben sich Unterschiede in der Expression von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren in
der nicht-laktierenden Mamma, die mit oraler Antikonzeption korreliert werden konnen.
Frauen, die die ,,Pille” regelmiBig einnahmen, zeigten in unserem Material in beiden Phasen
(luteal und follikulér) eine zahlenméBig geringere Expression von Progesteronrezeptoren im
Vergleich zu Frauen die keine Hormone einnehmen. Das gleiche Ergebnis fiel bei den
Ostrogenrezeptoren auf. Laut statistischer Auswertung waren diese Unterschiede nicht
signifikant. Williams et al. (1991) =zeigten, dass bei Gebrauch oraler hormoneller
Antikonzeption die Anzahl an Ostrogenrezeptoren in der Mamma wihrend der ersten

Zyklushilfte signifikant sinkt. Dadurch, dass es eine inverse Verbindung zwischen
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Ostrogenrezeptoren und proliferierenden Zellen gibt, kommt es zu einem frijheren Anstieg an
proliferierenden Zellen, der normalerweise erst in der zweiten Zyklushilfte stattfindet [51].
Nach Williams et al. (1991) scheint die hormonelle Verhiitung auf die Zahl der
Progesteronrezeptoren keinen Einfluss zu nehmen. Die Folge von hormoneller oraler
Antikonzeption auf die Ostrogenrezeptoren und proliferierenden Zellen kénnte ein erhohtes
Brustkrebsrisiko bedeuten [S1]. Die Unterschiede hinsichtlich Expressionsaktivitidt des
Progesteronrezeptors zwischen den Befunden von Williams et al. (1991) und der vorliegenden
Studie lassen sich vermutlich erst bei entsprechender Analyse sehr viel groferer

Patientenzahlen bewerten.
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob die Aktivitdit der 17B-
Hydroxysteroiddehydrogenase 4 (ein Enzym, das die Umwandlung von Ostradiol in Ostron
katalysiert) in gesunden Brusdriisenepithelzellen der Frau menstruationszyklusabhingig
varilert und ob orale Kontrazeptiva Anderungen hervorrufen. Die  178B-
Hydroxysteroiddehydrogenasen reprdsentieren eine Gruppe von mehreren Isoenzymen,
welche vor allem Ostrogene und Androgene umsetzen. 17B-HSD 4, die als
steroidumsetztendes Enzym identifiziert wurde, konnte immunhistochemisch in
Driisenepithelien und biochemisch generell im Brustgewebe nachgewiesen werden. Weiterhin
wurde gepriift, ob ein Zusammenhang zwischen der Expression von Progesteron- und
Ostrogenrezeptoren in Brustdriisengewebe und Verlauf des weiblichen Zyklus besteht und ob

sich Unterschiede durch die Einnahme oraler Antikonzeption ergeben.

Fiir unsere Studie untersuchten wir Brustdriisengewebe von 47 pramenopausalen Frauen, die
sich einer Mammareduktionsplastik unterzogen. Da wir postoperativ eine Zyklusananmese
erhoben, konnten wir den Tag der Operation entweder der follikuldren oder lutealen

Menstruationszyklusphase zuordnen.

Die 17B-Hydroxysteroiddehydrogenase 4 lieB sich immunhistochemisch mit zwei
verschiedenen monoklonalen Antikdrpern in den Géngen und Tubuloalveoli des normalen
Brustdriisenepithels nachweisen. Angeférbt haben sich zytoplasmatische granuldre Strukturen
in Driisenepithelzellen und in Myoepithelzellen. Wir stellten leicht unterschiedliche
Tendenzen in der Signalstirke der Expression von 178-HSD 4 mit dem Menstruationszyklus

fest. Auch bei Einnahme oraler Kontrazeptiva ergaben sich leicht unterschiedliche Tendenzen
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in der Signalstirke der Expression von 178-HSD 4. Man sah die Tendenz einer hoheren 178-
HSD 4 Férbe-Intensitit in der follikuldren Phase und die Einnahme oraler Kontrazeptiva
bewirkte eine niedrigere 17B-HSD 4 Farbe-Intensitdt in der lutealen und eine hdohere in der
follikuldren Phase. Expressionsstudien mit mRNA ergaben keine Zyklusabhingigkeit der

17B-HSD 4.

Die Ergebnisse geben keine klare Aussage dariiber, ob 178-HSD 4 primir mit dem Umsatz
von Ostrogenen betraut ist, oder ob die Hauptfunktionen in Fettsdure- und

Gallenséuremetabolismus liegen, Funktionen, die das Enzym auch ausiiben kann.

Insgesamt war die Ostrogen-und Progesteronrezeptorexpression in der follikuliren Phase
geringfiigig hoher als in der lutealen Phase. Es ergaben sich Unterschiede in der Expression
von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren durch orale Antikonzeption. Frauen die die ,,Pille*
regelméfBig einnehmen, zeigten in beiden Phasen (luteal und follikuldr) eine geringere
Expression von Ostrogen-und Progesteronrezeptoren als bei Frauen die keine Hormone

einnehmen. Alle Unterschiede waren jedoch statistisch nicht signifikant.
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