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Einleitung

1 EINLEITUNG

Das Wort Gyndkomastie ist aus dem Griechischen abgeleitet von ,,gyne ,, = Frau und

,» mastos ,, = Mamma, Brustdriise. Wird der reine Wortsinn betrachtet ist die Bezeichnung
nicht zutreffend. Denn mit der Gyndkomastie ist das Auftreten oder Vorhandensein von
BrustdrisenvergrofRerung bei Individuen méannlichen Geschlechtes gemeint.

Die Pubertatsgynakomastie bezeichnet das Wachstum der Brustdriisenanlagen bei Jungen
wahrend der Pubertat. Einem h&ufig einseitigem Beginn des Brustdriisenwachstums folgt in
der Regel Uber den weiteren Verlauf auch das Wachstum der zweiten Brust. Phanotypisch
imponiert das Erscheinungsbild wie eine weibliche Brustentwicklung.

Schon aus der Antike gibt es Uberlieferte Beweise fur diese Art der Brustentwicklung an

mannlichen Individuen.

Photo 1: Tutanchamun, Titel: ,,Der Kénig auf dem Panther*, Kairo, Agyptisches Museum
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Einleitung

Wahrend die Darstellung des Tutanchamuns auf dem Photo eine glorifizierende Schonheit
darstellt, bedeutet die Pubertatsgynakomastie fir die meisten Jugendlichen heutzutage eine

erhebliche psychische Belastung.

Die Pubertatsgyndkomastie kann voriibergehend auftreten. Nicht selten kann sich die

Gynékomastie auch manifestieren und den Leidensdruck dadurch erheblich verstarken.

Bisher gibt es keine sichere konservative Therapie. Somit stellt die persistierende und/oder

schmerzhafte Pubertatsgyndkomastie haufig eine Operationsindikation dar.

Diese Dissertation soll zur Aufklarung der Ursachen der Pubertatsgyndkomastie beitragen.
Wunschenswert sind neue Erkenntnisse tber die Pathophysiologie der Brustentwicklung bei

pubertierenden Knaben.

Es gibt umfangreiche Untersuchungen, die sich mit den Hormonparametern im Serum bei

Gynékomastie und auch bei Pubertatsgyndkomastie beschaftigt haben.

Zur weiteren Aufklarung der Gyndkomastie sind biochemische und immunhistochemische

Nachweisverfahren fiir die Ostrogen - und Progesteronrezeptoren durchgefiihrt worden.

Die Ergebnisse aus diesen Studien und deren Interpretation unter Berlcksichtigung der Vor -

und Nachteile der verwendeten Methoden werden im Rahmen dieser Dissertation diskutiert.

In den bisherigen Veroffentlichungen fand sich keine Studie, die sich mit dem
immunhistochemischen Rezeptorstatus speziell an Pubertatsgynakomastiegeweben von
méannlichen Jugendlichen und Adoleszenten beschéftigt.

Bisher wurde in keiner Studie zu einer gesunden Kontrollgruppe Bezug genommen.

Dies ist in der vorgelegten Studie geschehen.

Untersucht wurden 33 Félle von idiopathischer Pubertatsgynakomastie. An den Geweben
dieser Patienten wurde eine immunhistochemische Bestimmung der Ostrogen - und der
Progesteronrezeptoren vorgenommen.

Im Vergleich dazu wurde Brustgewebe von gesunden Probanden unterschiedlicher

Altersstufen und unterschiedlichen Geschlechtes auf Rezeptoren untersucht.

Seite: 2



Einleitung

Zusétzlich wurden weitere 2 Jugendliche und ein Kind in die Studie mit aufgenommen, bei
denen eine nachgewiesene Grunderkrankung zur Entwicklung der Brustdriisenanlage gefiihrt
hat. Es handelt sich hierbei um eine Gyndkomastie bei Adipositas,bei Hermaphroditismus

verus mit Ovotestis und bei einem Aromatase- hildenden Hodentumor.
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2 PATIENTEN, ANTIKORPER, METHODIK UND MATERIALIEN
2.1 PATIENTEN

2.1.1 Brustdrisengewebe von Gynakomastien in 36 Fallen

Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Material wurde von zwei Instituten fur

Pathologie zur Verfugung gestelit.
Aus dem Institut fiir Pathologie der Universitat Hamburg standen aus den Jahren 1985

bis 1995 17 Falle zur Verflgung .
Aus dem Pathologischen Institut des Marienkrankenhauses wurden 19 Félle aus dem

Zeitraum 1991 bis 1995 uberliefert.
Die 36 Falle beinhalten Brustdriisenmaterialien von mannlichen Patienten im Alter von 12 -
22 Jahren , bis auf einen Fall von nur 5 Jahren.

Alle Patienten haben sich einer Mastektomie - Operation unterzogen.

Zusétzliche Grunderkrankungen, Drogen - oder langfristige Medikamenteneinnahme oder

maligne Geschehen konnten in diesen Féllen ausgeschlossen werden.

Folgende Versuchsreihen wurden dazu durchgefiihrt:

1 Erlernen und Optimierung einer Methodik zum immunhistochemischen Nachweis von

Steroidrezeptoren mit monoclonalen Antikorper an Paraffingeweben

2 Ostradiol - und Progesteronrezeptorbestimmungen an den Geweben von

33 Pubertatsgynadkomastieféllen

1 Adipositasgyndkomastiefall

1 Fall von Gyndkomastie bei vorhandenem Aromatase - bildendem Hodentumor

1 Fall von Hermaphroditismus verus mit Ovotestis

3 Ostradiol - und Progesteronrezeptorbestimmungen zum Vergleich an physiologischen

Brustdrisengeweben verschiedener Altersstufen beiderlei Geschlechtes ( Kontrollfélle).
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4 histologische Beurteilung und Vergleich der Gewebe von Pubertatsgyndkomastien mit

physiologischen ménnlichen Brustdriisengeweben.

Die pathologische Beurteilung lautete in allen 36 Fallen : Gyn&komastie ohne
Malignitatsgrad.

In einem Fall lag eine sogenannte Pseudogynédkomastie bei Adipositas vor. Der
charakteristische histologische Aspekt einer Gyndkomastie fehlte hier, es lag vielmehr
hyperplastisches Fettgewebe vor.

In einem Fall lautete die VVorabdiagnose Hermaphroditismus verus mit Ovotestis und die
histologische Begutachtung ergab eine dazu passende Gynédkomastie.

Bei einem weiteren Fall der Gyndkomastien handelte es sich um einen 5-jahrigen Jungen mit

einem histologisch nachgewiesenen Hodentumor, der nachweislich Aromatase- bildend war.

Tabelle 1 : Altersverteilung des méannlichen Brustdriisengewebes

Alter Fallzahl

5 Jahre 1
12 - 13 Jahre 2
14 - 17 Jahre 24
18 - 19 Jahre 5
20 - 22 Jahre 4
Falle gesamt : 36
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2.1.2 Brustdrusengewebe der Vergleichsgruppe

Vom Institut der Rechtsmedizin der Universitdt Hamburg ist Vergleichsgewebe in 31 Fallen

zur Verfugung gestellt worden.

Diese Vergleichsgruppe beinhaltet physiologisches Brustgewebe beiderlei Geschlechts in

unterschiedlichen Altersgruppen ( siehe Tabelle 2).

Um aussagekréftige und umfassendere Aussagen zu erzielen, sind alle Altersgruppen bis

zum 40 - igsten Lebensjahr in der Vergleichsgruppe beriicksichtigt worden.

Tabelle 2 : Altersverteilung und Fallzahl der Vergleichsgruppe

Altersgruppen méannlich weiblich
infantile

bis 2 Jahre 4 3
praepubertére

>2-9 Jahre 2 2
pubertére

10 - 18 Jahre 1 3
postpubertdre

> 18 - 40 Jahre 5 7
Falle gesamt : 12 15
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2.2  ANTIKORPER

Es wurden monoklonale Antikdrper gegen das Rezeptorprotein des Hormons eingesetzt.
Monoklonale Antik6rper bieten den Vorteil , daB sie hochspezifisch auf nur ein Epitop des

Immunogens ansprechen.

Tabelle 3: Monoklonale Antikorper , Hersteller und Verdiinnung

Antikorper Bezugsquelle ~ Verdinnung Herkunftsspezies
Estrogen Rezeptor - AK Dako 1:50 +1: 100 Anti - Maus - Serum
Progesteron Rezeptor - AK Immunotech vorverdiinnt 6 x Anti - Maus - Serum

vom Hersteller

2.2.1 Ostrogen - Rezeptor - AK (ER - AK)

Die Herstellung monoklonaler AK gegen das Ostrogenrezeptorprotein (GREENE et al. 1980)
ermoglichte die Entwicklung von ER - Tests , die nicht auf der Steroid -
Bindungsaktivitat,sondern auf der direkten Antigenerkennung beruhen.( JENSEN et al. 1982 )
Untersuchungen anhand der Steroidrezeptor - Bindungsmethode hatten nur einen geringen
oder gar keinen Nachweis von Ostrogen und Progesteronrezeptor an Gyniakomastiegewebe
ergeben. (SKOVGAARD POULSEN et al. 1985, KOK-ONN LEE et al. 1989 )

Der in dieser Arbeit eingesetzte Antikorper ist kloniert aus einem B-Zell - Klon einer Maus
und reagiert hochspezifisch mit der N - terminalen Doméne des Ostrogenrezeptors ( KUMAR
etal 1987).

2.2.2 Progesteron - Rezeptor - AK (PR - AK)

Dieser Antikorper reagiert mit der C- terminalen Domane des Progesteron - Rezeptors . Die
Antikorperldsung ist vorverdunnt in TRIS - Puffer und vom Hersteller gebrauchsfertig
geliefert. Eine Weiterverdiinnung um mind. 1:5 ist fur Gefrier - und Paraffinschnitte moglich.
In dieser Arbeit ist keine Verdinnung des Progesteronrezeptor - Antikdrpers vorgenommen

worden.
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23 METHODIK UND MATERIALIEN

2.3.1 Immunhistologie

Immunhistologische Verfahren basieren auf dem Prinzip des Nachweises von Stoffen mittels
Antikdrpern ( Gewebsantigen / Antikérperkomplexe ) und deren Sichtbarmachung durch
Farbstoffe ( Fluorchrome ) und Enzyme ( Peroxidase , Phosphatase ) .

In diesem angewendeten Verfahren geht es speziell um den Nachweis von Progesteron ( PR )-
und Ostrogenrezeptoren (ER ). Dies sind intrazelluldre Proteine, die Ostrogene, bzw.
Progesteron mit hoher Affinitat und Spezifitat binden.

1960 wurden von Jensen und Jacobson erstmals ER im Ostrogen - Zielgewebe nachgewiesen.
Seitdem gilt das VVorhandensein von ER allgemein als unabdingbare VVoraussetzung fur
ostrogenvermittelte zellulare Wirkung . (JENSEN , GREENE 1982 )

Der klinischen ER - Bestimmung ist groRe Bedeutung hinsichtlich der Therapiemdglichkeit
bei Mammacarcinom - Patientinnen zuteil geworden. ( McGUIRE W L, CARBONE P P
1975 ,KNIGHT W A | LIVINGSTON R B 1977, FISHER B , REDMOND C 1983)

Monoklonale Antikdrper sind Glykoproteine von Immunglobulinstruktur der Klasse 1gG , die
von einem Klon Plasmazellen produziert werden ( OSBORN 1984 ) . Sie sind homogen und
monospezifisch und somit gegen eine spezifische Determinante des Antigens gerichtet.

Diese Spezifitat ist einerseits die hervorragende Eigenschaft der monoklonalen Antikorper,
andererseits werden hierdurch unerwiinschte Kreuzreaktionen begunstigt , da bereits ein
einziges auf mehreren Antigenen vorkommendes Epitop zu falsch - positiven Ergebnissen
fiihren kann . Ferner kann sich die immunhistologische Reaktion als negativ erweisen , weil
das einzelne Epitop denaturiert wurde. Somit kdnnen sich ganze Strukturen dem

immunbhistologischen Nachweis entziehen.
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2.3.1.1 Kontrollen

Um das Nachweisverfahren auf Fehlerhaftigkeit zu kontrollieren , sind in jeder Versuchsreihe
Positiv - Kontrollen aus sicher positiven Mamma - CA - Gewebe angefertigt worden . Die
Negativkontrollen sind mit Chromogranin der Maus durchgefiihrt worden.

Die Reproduzierbarkeit innerhalb der Methode wurde durch folgende Testreihennachgewiesen

1) innerhalb einer Inkubation 2 gleiche Gewebsschnitte bearbeiten

2) gleiche Inkubation mit 2 gleichen Schnitten an 2 verschiedenen Tagen bearbeiten

3) innerhalb einer Inkubation 2 gleiche Schnitte von 2 verschiedenen Gewebsent-

entnahmestellen eines Probanden inkubieren.

Die Versuchsschritte 1) - 3) sind jeweils an einer mittelgradig und stark positiv ausgefallenen

Versuchsreihe nachzuvollziehen .

2.3.1.2 Individuelle Spezifizierung

Die hier vorgestellten Versuche an formalinfixierten, paraffinierten Gewebeschnitte wurden
grundsétzlich nach konventionellen Vorschriften durchgefuhrt, wie sie im Standardprotokoll
fiir die Immunhistochemie zu finden sind.

Wichtige Neuerungen zur Spezifizierung des Vorganges wurden jedoch aufgrund gewonnener

Erkenntnisse vorangegangener Versuchsreihen eingefihrt..

Dies betraf hauptsachlich das Ersetzen von Tris - Puffer durch DAKO - Puffer , welcher die
Hintergrundférbung herausfilterte und noch exaktere Farbesignale der Zellkerne setzte.

Das Inkubieren der Gewebeschnitte mit dem primaren Antikorper Gber Nacht bei 4 Grad
Celsius wurde von einer 30 Minuten dauernden Inkubation bei Umgebungstemperatur

abgelost.
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Dies machte eine vollstandige Versuchsreihe von der Entparaffinierung bis hin zur
Eindeckung der komplett Giberschichteten Objekttrager an nur einem Tag mdoglich und ergab

hinzu die genauesten Kernanfarbungen.

2.3.2 Gewebematerial

Das Gewebematerial wurde nach der Formalinfixierung in Paraffin eingelegt (Beschreibung
unter Kapitel 2.3.4)
Es lagen bezuglich der Gyndkomastiefélle schon archivierte Paraffinbldcke in den Instituten

der Pathologie der Universitdt Hamburg Eppendorf und des Marienkrankenhauses vor .

Es wurden 4,5 um dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden dann in einem 35 - 40 Grad
Celsius erhitztem Wasserbad ( das 10 g/L Leim enthielt ) aufgeschwemmt und im folgenden
auf Objekttrager aufgezogen und tiber Nacht bei 37 Grad Celsius im Wé&rmeofen

luftgetrocknet.

Zur histologischen Ubersicht wurde jeweils ein Schnitt mit Hamatoxylin - Eosin angefarbt.
Dies wurde entsprechend den tblichen in histochemischen Laboratorien bestehenden

Richtlinien im Routineverfahren durchgefihrt.

2.3.3 Immunchemische Vorgehensweise

1. Zuerst erfolgt die Entparaffinierung in absteigender Alkoholreihe bis zum Aqua dest.
nach bewahrter Methodik : in 2 aufeinanderfolgende Xylolbader fur jeweils 5 Minuten.
unmittelbar anschliefend Spulen der Schnitte anhand 3-
maligem Schwenken in 100 % Methanol , 96 % Methanol
und in 80 % Methanol .
2. Rehydrierung durch 2- malige Spilung der Objekttréager in Aqua dest. in 2 aufeinander-

folgenden Badern.

3. Nach vorangegangenem 1 - maligem Spiilen mit DAKO - Puffer werden die Gewebs-

schnitte in der Mikrowelle bei 750 Watt fiir 30 Min. in Citratpuffer ph 6 gekocht.
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®©

Dieser Vorgang gewahrleistet das Auflésen von vernetzenden inter - und intrazelluldren
Gitterstrukturen , die wéahrend der Formalinfixierung entstanden sind.

Eine eventuelle Maskierung des Antigenepitops wird damit aufgehoben und eine ver-
besserte Bindung des priméren Antikdrpers erreicht .

Wahrend dieser Phase wurde darauf geachtet, dass genugend Pufferldsung die Schnitte
bedeckte.

Jedes AufgieRen von frischer Pufferlosung sollte von mehrmaligem Umrihren an einer
Seite des Gefasses begleitet sein. Es verhindert zuviel Blasenbildung wahrend des
Kochens und somit ein Abldsen der Gewebsschnitte vom Objekttréger .

Nach Beendigung des Kochvorganges folgt ein 20 - minutiges Abkthlen bei normaler

Umgebungstemperatur in dem Citratpuffer.

2- maliges Spulen in DAKO - Puffer. Nach dem letzten Durchgang wird die
Uberschussige
Losung um die Schnitte herum abgezogen und in eine Feuchtkammer Gberfihrt.

( CAVE : Schnitte dirfen niemals zwischen einzelnen Versuchsschritten trocken fallen)

Umgehend Vorinkubation der Schnitte fur 20 Min. mit Normalserum der Ziege (im
Fall der auf Ostrogenrec. zu iiberschichtenen Objekttragern ) , bzw. mit Schweineserum
('im Fall der auf Progesteronrez.. zu Uberschichtenen Objekttréagern ) in 1 : 50
Verhaltnis

in PBS. Dieser Schritt erfolgt zur Blockierung unspezifischer Bindungen.

Uberschuissige Losung um die Schnitte herum abziehen und anschlieRende Inkubation
mit dem primaren Antikorper in1:50 - Verdinnung fiir den ER - Antikorper in BSA
1 % und der vorgegebenen Konzentration fur den PR - Antikdrper fur 60 Min.

bei Raumtemperatur.

Die Schnitte werden einzeln 3- malig mit DAKO - Puffer gespult.Der Vorgang des
Spulens wird mit einer Spritzpistole, die auf eine genaue Spritzmenge eingestellt werden

kann,durchgefhrt.

Es folgt das Uberschichten mit dem Briickenantikrper a-mouse IgG Z 259 im
Verhéltnis 1: 100 in PBS bei 37 Grad Celsius im Warmeofen fir 20 Minuten.
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9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Die Schnitte werden einzelnt 3 - malig mit DAKO - Puffer gespiilt.

Aufbringen des APAAP - Komplexes mouse D 651 1:50 in PBS fiir 20 Min. bei 37

Grad Celsius im Warmeofen fir 20 Minuten.

Schritt 7 bis Schritt 10 wird 2x wiederholt wobei jedoch die Schnitte jeweils nur 10

Min. bei 37 Grad Celsius inkubiert werden.

Die Schnitte werden jetzt 3 x in Aqua dest gesplilt.

Es folgt die Entwicklung in der Substratreaktion ( mittels Neufuchsin - Lsg. siehe
Kapitel 2.3.4) in den folgenden 35 Minuten unter standig leichter Bewegung in licht-
geschutzter Umgebung.

Daran schlief3t sich ein Spllvorgang mit Leitungswasser an, gefolgt von 2 - maligem
Spulen mit Aqua dest. und einem 15 Minuten dauernden Bad in 1 % - iger Salzsaure

zur Fixierung.Das anschlielende Abspulen erfolg in Aqua dest.

Zur Kontrastierung des Farbeffektes wird eine Gegenfarbung mit Hamalaun durchge-

fahrt (far nur 20 sec.) mit direkt anschlieRender Blauung im Wasserbad (fur nur 10 sec.)

Die Praparate kdnnen nun mittels erwérmter Glyceringelatine eingedeckt werden.
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2.3.4 Reagenziennachweis und Rezepte

primére Antikorper :
Anti - Ostrogen - Rezeptor :  monoklonaler Mause - Antikorper 1D5
(Fa. DAKO, Hamburg , Artikelnummer : M 7047 Lot 013

Konzentration der Stammldsung : 145 xg / ml .

Anti- Progesteron - Rezeptor : monoklonaler Mause - Antikorper 10A9

( Fa. Immunotech , Hamburg , Artikelnummer : 1408
Konzentration der Stammlésung : vorverdiinnte AK - Losung in Tris - Puffer
(0.05 M Tris-HCL , 0.15 M NaCl pH 7.2) , stabilisiert mit BSA .

secundare Antikorper :
Kaninchen - Anti - Maus - Antikdrper ( Rabbit - Anti - Mouse )
(Fa. DAKO , Hamburg , Artikelnummer : Z 259 )

Konzentration der Stammldsung : 3,19 IgG /|

APAAP - Komplex

Kélber - intestinale - alkalische Phosphatase + Méause - monoklonale -

anti - alkalische Phosphatase
( Fa. DAKO , Hamburg , Artikelnummer D 561 )

Konzentration der Stammldsung : 0.09 g IgG / |

Additiva :
Schweinenormalserum
( Fa. DAKO , Hamburg , Artikelnummer : X 0901

Konzentration der Stammlésung 20 g / |

Ziegennormalserum
( Fa. DAKO , Hamburg, Artikelnr.: 0907 Lot 035 )

Konzentration der Stammldsung
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weitere Reagenzien:

Citratpuffer
10 mM Zitronenséaure - Monohydrat ( Fa. Merck , Darmstadt,Artikelnr.: 244 )

entsprechend 2,1 g auf 1 Liter Aqua dest., auf pH6 gepuffert mit 2 n NaOH
( Fa. Merck, Darmstadt, Artikelnummer : 1.06498 )

Tris - Puffer ( Tris-Buffered-Saline , TBS =TRIS ), pH 7,6 oder 8,24:

0.05 M Tris (hydroxy-methyl)- aminomethan entsprechend 6,057 g /I Aqua dest (Fa. Merck
Darmstadt , Artikelnummer : 1.08382 ) und

0.15 M NacCl entsprechend 8,8 g / | Aqua dest (Fa. Merck , Darmstadt , Artikelnummer :
1.06404 ) auf pH 7,6 bzw. pH8,24 . Gepuffert mit 1 M Salzséure (Fa. Merck , Artikelnummer:
1.09057 )

DAKO - Puffer 2und 3
( Fa. DAKO , Hamburg , Artikelnummer : K 5006 )
pH - Wert ders Puffers 2 : 7,5

Genaue Zusammensetzung des Puffers ist vom Hersteller zu erfragen.

PBS - PufferpH: 7,4
214 ml 1/15 M KH2 PO4
536 ml 1/15 M Na2 HPO4
459 NacCl
ad. 4250 ml Aqua dest. ; ca. 5ml IN NaOH zum ph-Wert einstellen.

Salzsdure 1%
hergestellt aus 25 % - iger Salzs&ure ( FA. Merck , Artikelnummer : 316 )
im Verhaltnis 8ml 25 % HCI : 200 ml Aqua dest.
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Rezepte :

Neufuchsin - Substrat

Losung A :
0.3 ml 5% ige Neufuchsin - Losung ( Fa. Aldrich - Chemie ,
Artikelnummer : 22931 - 8)

Losung B :

7.5ml 4 % ige NaNO2 - Losung ( Fa. Merck, Darmstadt , Artikelnummer : 6544 )
Losung C :

150 ml TRIS - HCI pH 8.24

Losung D :

20 mg Naphthol - AS - BI - Phosphat ( Fa. Fluka Chemie , Artikelnummer : 70482 ) in
0,75 ml N,N-Dimethylformamid (Fa. Merck, Darmstadt , Artikelnummer : 3053)

Ansatz :
- Losung Azu B

- Losung D herstellen

nach genau 1 Minute Lésung A/B zu Losung C
Lésung A/B/C zu Losung D

gut mischen

Hamalaun

1 Teil Hdmalaun ,1 Teil Aqua dest : 1:1

- 5g Hamatoxylin ( Fa. Merck , Artikelnummer : 4302 )

- 1g NaJO3 ( Fa. Merck , Artikelnummer : 6525 )

- 250 g Kalialaun ( Fa. Merck , Artikelnummer : 1042 , 1047)

- 250 g Chloralhydrat ( Fa. Riedel-de-Haen , Artikelnummer : 15307 )

- 5 g Zitronensdure aufgeldst in 3,5 Liter Aqua dest. ( Fa. Merck , Artikelnummer : 244 )

Mikrowellen - Kochvorgang :

siehe unter Kapitel 2.3.3

Glyceringelatine ( Fa. Merck , Artikelnummer : 9242 )
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Objekttréger
Super frost plus ( Fa.Menzel-Glaser , Artikelnr.: 041300 )

Leim beim Schneiden im Wasserbad
(Elmers Glu-all) 10g Leim/|

2.3.5 Auswertung

Die immunhistologischen Préparate wurden semiquantitativ analysiert , wobei Aussagen

anhand folgender Kriterien getroffen wurden :

1. Generelle Positivitat des Brustgewebsschnittes

fiir den jeweiligen Antigennachweis .

2. Qualitative Abschatzung der Intensitat des Nachweises
auf dem Praparat.

Die Farbeintensitat wurde in 3 Grade eingeteilt

1 = schwach
2 = méRig
3 = stark

3. Analyse des intranucledren und intracytoplasmatischen

Verteilungsmuster der Markersubstanz

4. Semiquantitative Bewertung der Menge der dargestellten
Strukturen pro 10 Gesichtsfelder.

Es erfolgte eine Einteilung in folgende 3 Klassen:

<10 % pos. Zellen = 1
10 % - 50 % pos. Zellen = 2
>50 % pos. Zellen = 3

Die zwei Werte aus Quantitat und Qualitat wurden multipliziert um daraus die

semiquantitative Schatzung der Immunreaktion in einen Score von 1 - 9 einzuteilen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 EPIDEMIOLOGISCHE DATEN

Die Altersverteilung der archivierten Pubertatsgyndkomastiefalle aus dieser Versuchsreihe

sind in Diagramm 1 dargestellt. Das Durchschnittsalter betragt hier 16,06 Jahre.

Haufigkeitsverteilung der Pubertatsgyndkomastien

o B N W A~ OO O N 00 ©

0 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Alter in Jahren

Diagramm 1

3.2 IMMUNHISTOCHEMIE

3.2.1 Ostrogen - und Progesteronrezeptorverteilung im Pubertéitsgynédkomastiegewebe

Die immunzytochemischen Rezeptorbestimmungen fielen in allen Gynéakomastiefallen

deutlich positiv aus.

Mit dem speziellen angewandten Verfahren ergaben sich gleichmaRig homogene Anfarbungen

ohne Probleme mit Hintergrundférbungen.

Von allen 33 Pubertatsgynakomastien rangierten die ER - Anfarbungen zwischen : 30 - 60 %
die PR - Anfarbungen zwischen : 40 - 90 %.
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Ostrogen- und Progesteronrezeptorverteilung der Pubertitsgyndkomastien
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Diagramm 2
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+ 20
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c | [N PR

—8—— n=Anzahl

- Die absolut ermittelten Durchschnittswerte aller 33 Pubertétsgyndkomastiefélle betrug fiir

- den ER ( Ostrogenrezeptor) : 45,5%
- den PR ( Progesteronrezeptor ) : 64,4 % ( Diagramm 2)

- den 14 - jahrigen Jungen mit Hermaphroditismus verus
- den 5 - jéhrigen Jungen mit dem Aromatase - bildenden Tumor

- den 15 - jahrigen Jungen mit der Adipositasgyndkomastie

ER:30% PR:70%
ER:40% PR:70%
ER:50% PR :50%

29 von 33 Pubertatsgynakomastien wiesen eine hohere Anférbung fiir den

Progesteronrezeptor als fiir den Ostrogenrezeptor auf.VVon den ibrigen 4 Féllen lieRen 2 eine

gleiche Anfarbung fur beide Rezeptoren erkennen, wahrend 2 Falle niedrigere PR -

Anfarbungen und damit héhere ER - Anfarbungen zeigten.
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Beide zuletzt genannten Falle wiesen histologisch aufféllig viel ausgel6stes Fettgewebe auf.
Ein weiterer Fall , der in der histologischen Beurteilung auf viel Fettgewebe hindeutete, zeigte

fiir die PR - Auswertung auch nur 40%.

Nicht nur die Quantitét , auch die Qualitat der Anfarbung unterschied sich in diesen 3 Féllen
von den ubrigen 30 Pubertatsgynakomastien.Sie fiel nur schwach geférbt aus, wahrend sich

alle anderen Farbungen méRig bis stark darstellten.
Sowohl histologisch als auch immunzytochemisch zeigen diese 3 Félle auffallend
vergleichbare Ergebnisse mit der Auswertung des vorhandenen gesicherten Falles einer

Adipositasgynédkomastie.

Werden diese 3 Félle aus den_idiopathischen Pubertdtsgyndkomastien herausgerechnet,

verandern sich die Rezeptorbestimmungen im Durchschnitt wie folgt ( n= 30 ):
- fur den Ostrogenrezeptor  :von 45,5 % auf 46 %
- flr den Progesteronrezeptor : von 64,4% auf 68 %

Werden die 3 wahrscheinlichen Falle zu dem gesicherten Fall von Adipositasgyndkomastie

hinzugerechnet, ergeben sich folgende Durchschnittswerte fur die Rezeptoren ( n=4):

- fur den Ostrogenrezeptor  : 42,5 %
- flr den Progesteronrezeptor : 35 %

( siehe Diagramm 3 auf der folgenden Seite )
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Ostrogen- und Progesteronrezeptorverteilung im Durchschnitt
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Diagramm 3

Die semiquantitative Schatzung nach dem immunoreactive score, der die Quantitat und die
Qualitat der Immunreaktion bertcksichtigt, verdeutlich noch einmal das homogene Ergebnis
der Ostrogenrezeptorbestimmung mit dem starkeren Nachweis fiir die Progesteronrezeptoren

bei den Pubertatsgynakomastien (Diagramm 4 + 5, siehe Seite 21 ).
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Immunoreactive Score (IRS) fur die semiquantitative Schatzung der Immunreaktion fir
den Ostrogenrezeptor

9 5
8
7 4
6
3
o5
8
n 4
2
3
2 1
1
0 0
Jahre
I Pubertatsgynakomastien [ | mannl. Kontrollgruppe ~ —®—— n = Anzahl der Falle
Diagramm 4
Immunoreactive Score (IRS) fur die semiquantitative Schatzung der
Immunreaktion fur den Progesteronrezeptor
9
8
7
6
©5
a
»n 4
3
2
1
0
Jahre
I Pubertatsgynakomastien [ | mannl. Kontroligruppe ~ ——®—— n = Anzahl der Falle
Diagramm 5
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Die Anfarbungen ergaben sich fiir die Ostrogenrezeptoren ausschlieBlich im Kern des
Brustdrisenepithels, wéhrend die Anfarbungen fir den PR sowohl am Kern, aber auch in
hohem Male zusétzlich zytoplasmatisch vorkamen.

Die Art der Anfarbung war fir beide Rezeptorarten in der Pubertatsgyndkomastiegruppe
immer eine gut erkennbare.In der Errechnung der semiquantitativen Immunreaktion wurde die
Farbeintensitat meistens als eine starke , in einigen Fallen als eine maRige Anfarbung

bewertet.Eine schwache Anfarbung ist bei den Pubertatsgyndkomastien nicht vorgekommen.

Die Ostrogenrezeptoranfirbung imponierte als eine gleichmaRige Globalanfarbung des
Kerns.Die Anfarbung fiir den Progesteronrezeptor fiel deutlich diffuser aus, sowohl die

Kernanfarbung als auch die zytoplasmatische Anféarbung.

Die Ostrogenrezeptoren zeigten haufig auffillige Anfarbungen in der intermediaren

Epithelreihe, wie es auf den Photographien 2 und 3 in den Milchbrustgangepithelien zu
erkennen ist.
I

o -
. -

‘f "
v

»
o

Photo 2 : Ostrogenrezeptoranfarbung eines Pubertatsgynakomastiefalles
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Photo 3 : Ostrogenrezeptoranfarbung eines Pubertatsgyniakomastiefalles

Zu jedem Fall sind mehrere Gewebeschnitte tiberschichtet worden.Es wurden Gewebeschnitte
von verschiedenen Schnittstellen derselben Seite als auch die von der kontralateralen
Brusthalfte auf beide Rezeptoren Uberschichtet.

Vergleiche beider Rezeptorlberschichtungen an ungeféhr identischen Schnittstellen zeigten
ein gleiches Anfarbungsmuster der Epithelzellen fiir den Ostrogen - und den
Progesteronrezeptor, wahrend fur den Progesteronrezeptor darlber hinaus weitere einzeln
angefarbte Epithelzellen zur Darstellung kamen.Dieser Vergleich ist auf den folgenden
Photographien 4a +4b, 5a +5b ( siehe Seite 24,25 ) dargestellt.
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Photo 4a : Anfarbung fiir den Ostrogenrezeptor bei Pubertatsgynidkomastie

Photo 4b : Anférbung desselben Pubertdtsgyndkomastiefalles an gleicher Schnittstelle

fiir den Progesteronrezeptor.
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Photo 5 a : Anfarbung fiir den Ostrogenrezeptor eines Pubertitsgynakomastiefalles.

Photo 5b : Anféarbung desselben Pubertatsgyndkomastiefalles an gleicher Schnittstelle fur

den Progesteronrezeptor.
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3.2.2 Ostrogen - und Progesteronrezeptorverteilung an physiologischen

Brustdrisengeweben verschiedener Altersstufen beiderlei Geschlechtes

In den folgenden Diagrammen ( 6 - 8 ) sind die Rezeptorbestimmungen in den verschiedenen
Altersgruppen beiderlei Geschlechtes graphisch dargestellt.

Von den urspriinglich 31 gesammelten Rechtsmedizinfallen schieden in der Auswertung 5
Félle komplett aus, da sie nicht gentigend oder gar kein Brustdriisenepithel erkennen liel3en.
Von der Auswahl der Félle waren von vorneherein die ausgenommen, in denen ein
Drogenmifbrauch , Alkoholabusus, Medikamenteneinnahme oder eine Grunderkrankungen
des Verstorbenen nicht ausgeschlossen werden konnten.

Einige Félle schieden aus, weil sie nicht gentigend Brustgewebe in den Proben enthielten, so

dal3 fir die Auswertung nicht gentigend ( mind. 50 ) Brustepithelzellen vorhanden waren.

In der infantilen Gruppe ( 0 - 2 Jahre ) lie3en alle ausgewerteten 7 Félle einen homogenen
hohen Progesteronrezeptornachweis erkennen.Die Epithelzellen lieRen sich zwischen 80 - 100
% anférben. ( siehe Diagramm 6 )

Die Ostrogenrezeptoranfarbung fiel in dieser infantilen Gruppe deutlich niedriger aus. Die

Anfarbung der Ostrogenrezeptoren rangierte zwischen 15 und 40 %.

Infantile Kontrollgruppe

100

90
80

70

60

[JER
50

PR
40 =
30

Prozent

20

10

weiblich
14 Monate
weiblich
2 Jahre
weiblich
2 Jahre
ménnlich
1 Monat
mannlich
1 1/2 Jahre
mannlich
1 3/4 Jahre
ménnlich
2 Jahre

Falle bis 2 Jahre

Diagramm 6
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Die prapubertare Kontrollgruppe ( 2 - 9 Jahre ) beinhaltet 4 auswertbare Falle, davon 2

weibliche und 2 ménnliche Falle. Der Progesteronrezeptornachweis ( PR - Nachweis ) liegt

auch hier mit 30 - 90 % deutlich Gber dem Ostrogenrezeptornachweis ( ER - Nachweis ) mit
2 bis 30% ( Diagramm 7).

Prozent

=
=l
)
©
=

Diagramm 7

Prapubertare Kontrollgruppe

4 Jahre

weiblich
2 1/2 Jahre

mannlich
3 1/2 Jahre

Falle 2 bis 4 Jahre

mannlich
3 Jahre

L1ER
M PR
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Die Auswertungen von 9 physiologischen weiblichen Brustgewebefallen aus der Pubertéts -

und postpubertaren Kontrollgruppe ( 10 - 40 Jahre ) weisen aufféllige variable Werte fir
den Ostrogenrezeptor auf.

Die Ergebnisse rangieren hier sehr variabel von gar keiner Anfarbung, niedrigen Werten
zwischen 2 - 5 % ER bis zu 50 % ER - Anfarbung.

Die PR - Anféarbungen liegen deutlich Gber dem ER - Nachweis mit 50 - 80 %, in einem Fall
bei nur 30% ( Diagramm 8).

Pubertare und postpubertéare Kontrollgruppen

80
70
60 -
50 -
-
c
()
N 40 -
S
o
30
20
10
0 + | | | | | | | : :
G2 G2 55 62 6% 52 52 52 52 5L 582 52 52 5¢ s8¢
25 23 83 23 258 25 258 25 28 £8 ES ES ES ES ES
@ @ @ ‘© «@© @
zd 398 23 28 38 328 33 33 292 €9 EQ B EQ £ £8
Féalle 10 bis 40 Jahre
LJErR PR
Diagramm 8

Die ménnlichen 6 Brustdrisengewebefalle aus dieser Kontrollgruppe lassen sich wie folgt
anfarben:

Die Ostrogenrezeptoranfarbungen rangieren hier nur zwischen 1 - 20 % und fiir den
Progesteronrezeptor von nur 10 - 40 %, ( Diagramm 8).
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Die ménnliche Kontrollgruppe im Alter zwischen 15 - 38 Jahren zeigt hiermit eine deutlich
geringere Anfarbung flr beide Rezeptoren als bei den Pubertatsgyndkomastien ( Vergleich

Diagramm 8 mit 2, siehe Seite 28 und 18 ).

Werden die Ergebnisse der mannlichen Kontrollgruppe den Patienten mit der

Pubertatsgynakomastie gegenubergestellt, sieht es wie folgt aus:

méannliche Kontrollgruppe Pubertatsgyndkomastiegruppe
(15-38 Jahre) (12 -22 Jahre)
Ostrogenrezeptor- 1-20% 30 -60 %
nachweis
Progesteronrezeptor- 10-40% 40 -90 %
nachweis

Graphisch ist dieser Unterschied in Diagramm 3 auf Seite 20 dargestellt. Hier werden die
durchschnittlichen Ostrogen - und Progesteronrezeptornachweise der Pubertatsgynakomastien

denen der mannlichen Vergleichsgruppe und den Adipositasgynakomastien gegentbergestelit.

Wird die Qualitat der Anfarbung durch die Errechnung des Immuno - reactive scores
zwischen diesen beiden Gruppen zusatzlich betrachtet, wird der Unterschied der Ergebnisse
noch deutlicher (siehe Diagramm 4 + 5 auf Seite 21).

Die Intensitat der Farbungen in der mannlichen Kontrollgruppe ( 15 - 38 Jahre ) fiel in allen
Fallen nur schwach bis miBig aus.Uberwiegend zeigten sich nur einzelne

Kerngranulabestandteile in den Epithelzellen angefarbt ( siehe Photo 6 und 7 auf Seite 30 ).
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Photo 6 : Ostrogenrezeptoranfarbung eines 15 - jahrigen aus der Kontrollgruppe.

Photo 7 : Progesteronrezeptoranférbung eines 38 - jdhrigen aus der Kontrollgruppe.
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Unter Einbeziehung der Qualitat der Anfarbung wird die schwéchere Immunreaktion in der
Kontrollgruppe gegeniiber der Pubertatsgynakomastie fir beide Rezeptoren sehr deutlich.
Die semiquantitative Errechnung des Immuno - reactive - score ist graphisch in den
Diagrammen 4 und 5 ( siehe Seite 21 ) dargestellt und zeigt einen deutlichen Unterschied
zwischen der mannlichen Kontrollgruppe und der Gruppe der Pubertatsgynakomastien.
Innerhalb der ménnlichen Kontrollgruppe unterliegt dann sogar der

Progesteronrezeptornachweis dem Ostrogenrezeptornachweis.
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3.3 HISTOLOGIE

Es wurde eine histologische Beurteilung und ein Vergleich der Pubertatsgynakomastien mit

den physiologischen mannlichen Brustdrisengeweben durchgefihrt.

Fast alle Falle der Pubertatsgyndkomastien weisen deutliche Epithelknospungen in das

Milchganglumen auf. Lediglich 3 Félle lassen diese Besonderheit vermissen.

Die Milchbrustgéange sind zur Halfte der Félle erweitert ( 52 % ) und korrelieren sehr héufig
mit gleichfalls sichtbarer Gangepithelproliferation.
Das Brustdriisenstroma fiel unterschiedlich aus.

In 14 Fallen ( 42 %) liel? sich eine Fibrosierung mit kompakter Kollagenisierung erkennen.

Hingegen stellt sich das Stroma der anderen 19 Falle ( 58 % ) wesentlich zellreicher und

lockerer dar, zum Teil noch mit Fettgewebsanteilen durchsetzt.

Es fiel auf, daR die histologischen Erscheinungsbilder mit deutlicher Gangproliferation haufig

zusammen mit einem lockeren Drusenstroma auftraten ( Photo Nr. 8 )

Photo 8 : HE - Farbung eines Pubertatsgynakomatiefalles.
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Hingegen korrelierte fibrosiertes Brustdriisenparenchym haufiger mit nicht erweiterten und

weniger proliferativ erscheinenden Milchbrustgangen.( Photo Nr. 9)

Photo 9 : HE - Férbung eines Pubertatsgyndkomastiefalles.

Die ménnliche Vergleichsgruppe aus der Rechtsmedizin in den Altersstufen von 15 - 38
Jahren lieRen hingegen keine Gang - oder Drusenproliferation erkennen. Das
Drisenparenchym war in allen Fallen kollagenisiert aber trotzdem zellreich.Eine

Epithelknospung trat nicht auf.

Der Fall der Adipositasgyndkomastie wies in der histologischen Beurteilung viel
Fettgewebsstrukturen auf.Es lag eine deutliche Gangepithelproliferation und Epithelknospung

VOr.

Es lieRen sich drei weitere Falle mit einem &hnlichen histologischen Bild und der
Auffalligkeit von viel Fettgewebe herausfiltern.Diese drei Falle glichen bereits in der

immunhistochemischen Auswertung dem Fall der Adipositasgyakomastie.
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Das histologische Bild des Hermaphroditismus verus lief3 ein fibrosiertes Bindegewebe und in

das Ganglumen als Auffalligkeit ein deutliches Sekretphdnomen erkennen.

Das Schnittpréparat des Patienten mit dem aromatase bildenden Hodentumor zeigte eine
deutliche Gangepithelproliferation mit Epithelknospung, kombiniert mit einem lockeren

Drisenstroma.
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4 DISKUSSION

Die Gyndkomastie, d. h. die Entwicklung von Brustdriisengewebe beim mannlichen
Geschlecht tritt in 3 Altersgipfeln auf . Die Inzidenz ist wahrend der Neonatalperiode , der
Pubertat und im Senium, hauptsachlich in der 7. Lebensdekade , am héchsten (BANNAYAN
und HAJDU 1972, HANDS und GREENALL 1991).

Werden alle Ergebnisse von bisherigen Studien zusammengefasst , erreicht die Pravalenz
einer Pubertatsgynakomastie 20 bis 65 Prozent (LEE 1975 ,NYDICK; BUSTOS 1961
NI1ZZOLI , DEL CORNO 1986 ,KNORR und BIDLINGMAIER 1975).

Den schwankenden Angaben Uber die Haufigkeit des Auftretens einer Gynédkomastie stehen
uneinheitliche Beurteilungen dariiber gegeniber, ab welchem Grad der Mastopathie diese als

Gynékomastie angesehen wird.

In einer 1994 veroffentlichten Studie wurde unter 954 jungen Méannern eine Inzidenzrate von
40.5 % festgestellt , hier definiert ab 2cm im Durchmesser tastbarem Brustdriisengewebe
(GEORGIADIST , PAPANDREQOU 1994 ) .

Dieses Ergebnis bestatigt annahernd eine 1990 an 536 Jungen durchgefiihrte prospektive
Studie, in der Uber die Pubertét hinaus 6 monatliche Kontrolluntersuchungen an den
Jugendlichen durchgefihrt wurde. Die Pravalenz der Gyndkomastie betrug hier 48,5 % .
(BIRO und LUCKY 1990)

Der festgestellte Median des Auftretens der Gyndkomastie stimmte mit 15 Jahren
weitesgehend in den Studien tberein ( NYDICK and BUSTOS 1961 ) . Bezogen auf die
Entwicklungsphase fiel der Beginn des Brustdrisenwachstums zumeist in die Mitte der
Pubertat , PHS : 3 - 4 (PHS =pubertal hair stage nach Tanner) (MOORE und SCHLAEPFER
1984 , LARGE und ANDERSON 1979,BIRO und LUCKY 1990 ).

Die Dauer der Gynédkomastie wurde oft mit 12 Monaten oder knapp darunter angegeben
(MOORE und SCHLAEPFER 1984 , BIRO und LUCKY 1990 ).

Beschrieben werden jedoch auch schwere Félle von Pubertatsgyndkomastie ,

die persistieren, schmerzen und morphologisch von erheblichem Ausmal sind.
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Ubereinstimmend wurde die Brustentwicklung des Jungen zwar oft zu Beginn noch einseitig,
doch Uber den weiteren Verlauf zumeist beidseitig beobachtet.
Bisher gibt es keine sichere konservative Therapie der Pubertatsgyndkomastie. Daher stellt die

persistierende Brustdrisenanlage bei Knaben haufig eine Operationsindikation dar.

Allein in dem Zeitraum von 1983 bis 1994 haben sich 111 Patienten mit einer Pubertéts-
gynakomastie im Universitatskrankenhaus Eppendorf vorgestellt.
Gut ein Viertel dieser Jugendlichen sind von Professor Lambrecht in der Kinderchirurgie

mastektomiert worden.

Diese Dissertation soll zur Aufklarung der Ursachen der Pubertatsgyndkomastie beitragen.
Wunschenswert sind neue Erkenntnisse tber die Pathophysiologie der Brustentwicklung bei

Knaben.
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Viele Formen der Gynékomastie lassen sich je nach Grundkrankheit scheinbar durch eine
Erhohung des Ostradiolspiegels einerseits oder durch einen zu niedrigen Testosteronspiegel

andererseits erklaren.

Ersteres gilt fir die neonatal auftretende Brustdriisenschwellung, fir die das plazentar
uberfiihrte Ostrogen der Mutter verantwortlich ist. Postpartal werden die miitterlichen
Steroide von der kindlichen Leber abgebaut und das Brustwachstum sistiert, oder ist

ricklaufig.

Die Gyndkomastie, die mit Adipositas einhergeht, erklart sich durch ein hauptsachlich im
Fettgewebe vorkommendes Enzym, die Aromatase, die adrenale und testikuldare Androgene in
Ostrogene konvertiert (HANDS GREENALL 1991 ). Diese Studie beinhaltet einen Fall der

Adipositasgynédkomastie.

Entsprechend begriindet sich die familiar auftretende Gynédkomastie, der eine

X - chromosomal vererbte Erhéhung der extraglanduldren Aromatisierung zugrunde liegt.

Es wurde sowohl eine vermehrte Konversion von Androstendion zu Ostron, Ostron zu
Ostradiol und von Testosteron zu Ostradiol nachgewiesen ( GERKOVITZ GUERAMI
1985).

Dieses Krankheitsbild ist moglicherweise vor 3500 Jahren in der Familie Tutanchamuns
aufgetreten. Es wurde Uberliefert, da Tutanchamun selbst, sein Bruder und sein Vater eine

Brustentwicklung aufzeigten.

Neoplasien die zu einer erhéhten Ostrogenproduktion fiihren, kénnen mit einer Gynakomastie
einhergehen.

Zu nennen sind hier die testikuldren Tumoren, die von den Leydig-Zellen ausgehend,
vermehrt Ostrogene bilden. Sie kommen zwar selten vor , sind aber zu 30% mit einer
Gynékomastie assoziiert ( BABRILOVE , NICOLIS 1975).
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Auch HCG ( human chorion gonadotropin ) - produzierende Tumoren, wie Chorion-
Carcinome(zu 10 - 20 % ) , Bronchial - CA , embryonale Tumoren ( zu 4 % ) oder Seminome
(zu 1 % ) kdnnen mit einer Brustdrusenbildung einhergehen ( HANDS GREENALL 1991 ).
Der Weg von der erhdhten HCG - Produktion fiihrt hier iber die Stimulierung der Leydig-
Zellen zu erhohter Ostrogenproduktion.

Es gibt auch seltene Tumoren der Hoden, die eine Gyndkomastie hervorrufen.

Es wurden prapubertére Erscheinungen der Gynakomastie bei Sertolizell - Hodentumoren und
Aromatase- produzierenden Hodentumoren beschrieben ( HERTL, WIEBEL,
SCHAFER,WILLIG; LAMBRECHT et al 1998 ). Diese Studie beinhaltet einen Fall von
Gynékomastie bei einem Aromatase produzierenden Tumor der Hoden.

Eine Gyndkomastie kann durch adrenale Tumoren auftreten. Sie ist durch die erhthte
Androstendionproduktion nachvollziehbar , die im peripheren Gewebe zu einer erhéhten
Konversion zu Ostrogenen fiihrt ( WILSON et al 1980) .

Der Mechanismus des Brustdriisenwachstums, der bei priméren Lebertumoren beobachtet
wird, 188t sich durch eine erhohte Aromataseaktivitat des Tumorgewebes erkléren
( KEW, KIRSCHNER 1977).

Die Brustentwicklung sowohl bei der Leberzirrhose als auch bei der Hyperthyreose, lai3t sich
wie folgt erklaren.

Bei der Leberzirrhose folgt aus dem ungeniigendem Androgenabbau in der Leber eine relativ
erhohte Konversion zu den Ostrogenen , wahrend dies bei der Hyperthyreose sowohl durch
die erhdhte Androgenproduktion als auch durch die gesteigerte Aromatisierung hervorgerufen
sein kann ( GORDON, OLIVO 1975 ; CHOPRA, TULCHINSKY 1974 ; SOUTHREN,
A.OLIVO 1974).

Auf der anderen Seite tritt die Gyndkomastie auf , wenn das Testosteron im Serum erniedrigt
ist, oder eine Androgenresistenz vorliegt. Letzteres ist der Fall bei der testikuléren
Feminisierung und dem Reifenstein - Syndrom . Eine Testosteron - Erniedrigung im Serum
kommt bei Hypogonadismus - Formen , Anorchia congenitale und beim Klinefelter - Syndrom
vor.

Somit imponieren auch diese Krankheitsbilder mehr oder weniger mit dem Bild der

Gynakomastie.
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Auch die Altersgyndkomastie begrtindet sich durch relativ zu niedrige Testosteronspiegel.
Unter anderem ist dies durch die einsetzende testikulare Dysfunktion erklérbar.
Einschréankend ist nicht nur allein ein erniedrigter Testosteronspiegel oder ein erhéhter
Ostradiolspiegel fur die Gynakomastie verantwortlich. Die hormonellen Verhéltnisse der
Steroide untereinander und zueinander scheinen viel komplexer zu sein, ganz zu schweigen
vom Einflu® der Protein-Hormone Prolaktin, Wachstumshormon und Gonadotropine.

So werden beim mannlichen Hypogonadismus erhéhte Serumspiegel der Gonadotropine
gefunden und eine dadurch relativ zum Testosteron erhéhte Ostrogensekretion ( WEINSTEIN
KELCH 1974).

Die untersuchten Patienten mit Gyndkomastie beim Klinefelter - Syndrom wiesen in einigen
Fallen normale Testosteronspiegel, aber erhéhte Spitzen des Ostradiolspiegels auf ( WANG
BAKER 1975)

Bei der Altersgyndkomastie ist zusatzlich aufgefallen, dal} die Konversion von Androstendion
zu den Ostrogenen erhéht ist und das SHBG simultan mit dem Abfall des freien Testosterons
steigt (VERMUELEN et al. 1972, STEARNS et al. 1974 , PIRKE et al. 1970, SNYDER et
al. 1976 ).

Das SHBG hat eine besonders hohe Affinitat zu Testosteron , so dal eine Erhéhung dieses
Globulins zusétzlich dazu beitragt, den Serumspiegel flr freies Testosteron zu senken.
Ahnlich verhélt es sich bei der Lebercirrhose und dem Hyperthyreoidismus. In beiden Féllen
sind erhohte SHBG - Werte gemessen worden ( MORLEY , MELMED 1979).

Bei der kompletten und inkompletten testikuldren Feminisierung und dem
Reifensteinsyndrom (inkompletter Pseudohermaphroditismus masculinus ) wurde
herausgefunden , daR der Auspréagungsgrad der Feminisierung nicht von der Hohe des
Ostradiolspiegels, sondern vielmehr vom Grad der Androgenresistenz abhingt ( WILSON
AIMAN 1980 ).

Bei bestehender Adipositas gibt es Falle, die obwohl eine erhohte Aromataseaktivitat im
peripheren Gewebe gemessen wurde, keine Gynakomastie aufwiesen ( SCHNEIDER ,
KIRSCHNER 1979).
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Zusammenfassend bedeutet dies, dal statt einzeln betrachteter Absolutwerte der Hormone im

Serum viel entscheidender das Verhaltnis der Hormone zueinander ist.

Wie komplex die Einfllsse auf die Hormonspiegel sind, lassen die Vielzahl von chronischen
Erkrankungen, die mit Gyndkomastie einhergehen kdnnen, nur erahnen.

Beispielsweise wurde Brustdriisenwachstum bei Hyperprolaktindmie, bei AIDS,
dialysepflichtigen Patienten, bei Colitis ulcerosa, cystischer Fibrose, Leukédmie oder

Lymphomerkrankung beobachtet.

Nach und auch wéhrend chronischer Hungerphasen tritt nicht selten eine Gyndkomastie auf,

welche zum Beispiel bei Kriegsgefangenen beschrieben wurde ( JACOBS EC 1948).

Exogene Faktoren wie die Einnahme von Medikamenten , Genuf} - oder Giftstoffen kénnen
eine Gynédkomastie entstehen lassen. Erwéhnt seien hier Psychopharmaka wie
Benzodiazepine, Antidepressiva, Antituberkulostatika, Spironolactone, cardiovaskular
wirkende Medikamente wie ACE - Hemmer, Digitalis, Calciumantagonisten oder

Chemotherapeutika wie Methotrexat, um nur einige zu nennen.

Konsum von Drogen wie Marihuana, Heroin, Methadon, Amphetaminen oder Alkohol kann
mit einem Brustdrisenwachstum bei méannlichen Individuen einhergehen.

Das Gleiche gilt fur Giftstoffe wie Pflanzendstrogene, Duingerdstrogene oder Fungizide.

Auf die Hormonsituation kénnen demnach viele exogene und endogene Faktoren Einfluf3
nehmen. Weiterhin ist entscheidend wie sich diese Hormonverhéltnisse im Serum dann
tatséchlich auf die Zielzellen auswirken und welche morphologischen Konsequenzen sich fur

die Brustdriisenanlage daraus ergeben.

Bei der Pubertatsgyndkomastie scheint es sich ebenso um komplexere hormonelle

Zusammenspiele zu handeln.

Ubereinstimmend wurde die Brustentwicklung des Jungen zwar oft zu Beginn noch einseitig,
doch Uber den weiteren Verlauf zumeist beidseitig beobachtet.

Dies weist auf ein systemisches endokrines Geschehen hin.
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Ein nur kurzzeitig erhohter Ostradiolspiegel zu Beginn des Auftretens der Brustentwicklung
ist 1975 von LEE an 12 Gynakomastiepatienten festgestellt worden, 6 Monate vorher waren
die Ostradiolspiegel entsprechend den Kontrollgruppen ausgefallen.

Ein erhohtes Ostradiol - Testosteron- Verhaltnis ist an 11 von 16 Gynakomastien von LA
FRANCHI ET AL. 1975 gemessen worden.

Dies konnte von BIDLINGMAIER et al.1975 nicht bestatigt werden , die bei 37 adoleszenten
Gynikomastie - Patienten keine Anderung im Verhéltnis von Ostrogenen zu Androgenen

feststellten.

Ein angelegtes 24 - Std.- Hormonprofil von 8 pubertierenden Jungen ohne, und 11 mit
Gynédkomastie, ergaben in der Gyndkomastiegruppe wiederum eine deutliche Fluktuation
erhohter Ostradiole und Ostrone bei gleichen Testosteron - und Androstendionspiegeln.
Dieses zu Gunsten der Ostrogene verschobene Verhéltnis fiel nachmittags und wéhrend der
abendlichen Messungen auf (LARGE , ANDERSON 1979).

Passend hierzu wurde 1990 von BIRO et al. an 39 Gyn&dkomastienprobanden zwar ein nur
geringgradig erhohter Ostradiolspiegel gemessen, jedoch fand sich das Testosteron /

Ostradiol- Verhiltnis signifikant erniedrigt im Vergleich zu den Kontrollgruppen.

Eine umfangreiche Studie iiber die hormonelle Anderung wahrend der Pubertét, im Vergleich
30 Jungen mit Gynakomastie und einer Kontrollgruppe, ergab keinen signifikanten
Unterschied im Ostradiol - Testosteron - Verhaltnis.Vielmehr lieR sich eine (iber die gesamte
Pubertat gemessene Erniedrigung von DHEA, DHEA-Sulfat und Androstendion im
Verhiltnis zu den Ostrogenen ( E1, E2) feststellen (MOORE , SCHLAEPFER 1984 ).

Bei einer grofien Gruppe von Jugendlichen ( 116 Gyndkomastien und 116 Kontrollpro-
banden ) wurden 1990 weder erniedrigte DHEA -S / Ostradiol - Quotienten gemessen, noch
erhohte Ostradiolspiegel oder abnorme Ostradiol / Testosteron - Verhaltnisse gefunden.
Ein Vergleich der Hormonwerte vor und nach Auftreten der Gynakomastie ergab bei diesen
Probanden einen Anstieg fiir Ostrogene , Testosteron und freies Testosteron, welcher in der

Kontrollgruppe nicht zu beobachten war.

Seite: 41



Diskussion

Eine Aufteilung in freies Testosteron gegentiber dem Gesamt-Testosteron wies jedoch
deutlich niedrigere Werte fur das freie Testosteron in der Gynakomastiegruppe auf, sowohl in
den Messungen vor und nach Beginn der Brustentwicklung. Zusatzlich wurden die SHBG -
Werte in dieser Gynakomastiegruppe erhéht nachgewiesen ( BIRO LUCKY , 1990 ).
Normalerweise nimmt die SHBG - Bindungskapazitat im Laufe der Pubertét bei Knaben
rapide ab, so daB zusatzlich zur vermehrten Testosteronbildung mehr freies, aktives
Testosteron zirkuliert ( Verstarkerfunktion) (HORSTet al. 1977, BLANK 1978, LEE 1985,
SINNECKER 1990 ).

Ubereinstimmend waren in fast allen Studien die Gonadotropine FSH, LH und das Hormon
Prolaktin mitgemessen und als der Norm entsprechend ausgewertet worden.
Insbesondere sind die Prolaktinome in der Adoleszens selten ( WILLIG , BOSK 1991).

Zusammenfassend haben die Studien tber die Hormonbestimmungen im Serum von Patienten
mit Pubertatsgyndkomastie wenig zur Aufklarung der Brustentwicklung beigetragen. Die
ermittelten Ostradiol- , Testosteron- und DHEA-Serumparameter haben bei den
Pubertatsgynédkomastiepatienten keine sicheren und vor allem keine einheitlichen

pathologischen Veranderungen gezeigt.

Die Bestimmung von Steroidrezeptoren, wie sie in dieser Studie vorgenommen wurde,
beschreibt einen spezifischeren Weg des Hormonnachweises.

Die “ Hormon - Rezeptor - Hypothese* geht von der Vorstellung einer mehrphasigen
Steroidhormonwirkung aus: Nach Aufnahme in die Targetzelle wird das Steroidhormon unter
Bildung eines Steroidhormon-Rezeptorkomplexes an ein spezifisches zytoplasmatisches
Rezeptorprotein gebunden.

Der zytoplasmatische Steroidhormon-Rezeptorkomplex penetriert unter Transformation zum
nuklearen Steroidhormon - Rezeptorkomplex in den Zellkern und assoziiert dort mit dem
Chromatin, dem Trager der Erbinformation ( JENSEN et al. 1967, 1968, 1969, O'MALLEY
1969, 1971).

Eine genaue Hormonrezeptorbestimmung am Empféangerorgan konnte zur Aufklarung der

Pathophysiologie von Pubertatsgynakomastien beitragen.
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Beispielsweise konnte ein erhohter Ostradiol-Rezeptorbesatz die Sensitivitat des
Brustdriisengewebes heraufsetzen und trotz normaler Ostradiolspiegel eine tiberschieRende
Ostrogenwirkung am Gewebe auslésen.

Unter der Annahme, daR die nachweisbare Zahl der Steroidrezeptoren durch die auf sie
einwirkenden Hormone beeinfluldt wird, ware dies ein indirekter Nachweis der tatsachlichen
Hormonspiegel im Serum.

Die in den 70-er Jahren haufig durchgefiihrte biochemische Bestimmung der
Steroidrezeptoren mit der Steroid - Bindungsmethode ( dextran coated charcoal ) ergab bei
allen untersuchten Gynakomastiepatienten die unterschiedlichsten Ergebnisse, ohne daR

hieraus Schliisse gezogen werden konnten.

Beispielsweise ergab eine nach dieser Methodik durchgefiihrte Rezeptorbestimmung an
idiopathischen Gynakomastiegeweben in 2 Fallen einen positiven Ostrogen - Rezeptor -
Nachweis von insgesamt 16 Fallen.

Der Progesteron-Rezeptornachweis war an 4 von insgesamt 16 Patienten positiv
(SKOVGAARD , HERMANSEN 1985 ).

Eine weitere Untersuchung nach dieser Steroidbindungsmethode an Gewebe von
7 Pubertatsgynakomastien ergab keinen Nachweis fiir den Ostrogenrezeptor und nur einen
geringen Nachweis fiir den Progesteronrezeptor ( KOK - ONN LEE ,1989).

Die Methode der biochemischen Bestimmung der Steroidrezeptoren wurde Anfang der
80 -er Jahre von einem weitaus spezifischeren Verfahren erganzt. Eine genauere
Hormonrezeptorbestimmung wurde durch die Entwicklung von polyklonalen und
monoklonalen Antikérpern moglich ( GREENE et al. 1980 ).

In dieser Studie sind monoklonale Antikorper verwendet worden.

Ihr Vorteil gegenuiber den polyklonalen Antikorpern ist ihre weitreichende Homogenitat, das
Fehlen unspezifischer Antigen - Antikorper - Reaktionen und auch das geringere Risiko
chargenabhangiger Qualitatsschwankungen.

Diese Vorteile werden verstandlich wenn die Art der Herstellung dieser monoklonalen
Antikdrper néher betrachtet werden. Durch die Klonierung von Plasmazellen, die zuvor
antigenspezifisch immunisiert worden sind, werden immunchemisch identische Antikdrper
hergestellt (OSBORN 1984).
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Sie sind demnach homogen und monospezifisch gegen ein spezifisches Epitop des Antigens.
Das heil3t sie reagieren mit nur einer bestimmten Gruppe von Aminoséuren innerhalb eines
Proteins. In dieser Untersuchung sind sie spezifisch auf ein Epitop des Proteinrezeptors fr

Ostrogen, beziehungsweise fiir Progesteron gerichtet.

Viele Studien haben die Methodik der biochemischen Rezeptorbestimmung mit dem
immunhistochemischen Verfahren des Rezeptornachweises verglichen und zum Teil gute
Korrelationen der Ergebnisse untereinander festgestellt ( BECK et al 1986, CHARPIN et al
1986). Gleichzeitig zeigte sich die biochemische Methodik immer dann ungenau, wenn es
sich um den Nachweis von geringen Rezeptorkonzentrationen handelte.

Hier ist die Spezifitdt der monoklonalen Antikorper sehr hoch und erbringt auch bei geringen

Konzentrationen einen spezifischen Nachweis.

Trotzdem mdissen einige Einschrdnkungen bei der Anwendung von monoklonalen

Antikdrpern beachtet werden.

Die Spezifitat ist einerseits die hervorragende Eigenschaft der monoklonalen Antikorper,
andererseits werden hierdurch unerwiinschte Kreuzreaktionen beglinstigt. Bereits ein einziges
auf mehreren Antigenen vorkommendes Epitop kann zu falsch positiven Ergebnissen fiihren.
Ferner kann sich die immunhistologische Reaktion als negativ erweisen, wenn das einzelne
Epitop durch das angewendete Nachweisverfahren denaturiert wurde. Somit kénnen sich

ganze Strukturen dem immunhistologischen Nachweis entziehen.

Die in der hiesigen Studie eingesetzten monoklonalen Antikorper fir den Ostrogen - und
Progesteronrezeptor haben sich flr das hier angewandte Verfahren bereits seit Jahren bewahrt.
Die Versuchsreihen sind grundsatzlich nach konventionellen Vorschriften durchgefiihrt
worden. Durch die Erkenntnis aus vorausgegangenen eigenen Testreihen sind zweierlei
Abweichungen vorgenommen worden.

Es ist ein anderer Puffer als tblich eingesetzt worden, welcher in den Ergebnissen deutlich die
Hintergrundfarbung und damit unspezifische Bindungen herausfiltern konnte. Dartiber hinaus
zeigten sich exaktere Farbesignale der Zellkerne mit diesem neu eingesetzten Puffer.

Der Antikorpertiter wurde individuell abgestimmt auf eine Inkubationszeit von 40 Minuten

hinsichtlich einer optimalen spezifischen Anfarbung und geringer Hintergrundféarbung.
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Der Antikorpertiter wurde auf eine 1:50 Verdinnung im Mikroliterbereich festgelegt.

Zusétzlich ist die Reproduzierbarkeit innerhalb der Methodik nachgewiesen worden. Es
konnten somit Tag - zu - Tag - Abweichungen und individuelle Schwankungen in der
Durchfiihrung der Versuchsreihe ausgeschlossen werden.

Eine weitere Uberpriifung des Testverfahrens hat durch die Verwendung von positiven
Gewebekontrollpraparaten stattgefunden. In diesem Fall sind Gewebeproben von
Mammatumoren mit sicher positiven Antigenexpressionen eingesetzt worden. Es sind stark
positive Kontrollen aber auch schwach positive zum Einsatz gekommen, da dann sowohl die
Anwesenheit des Antigens als auch ein méglicher Sensitivitatsverlust des Antikorpers

Uberwacht werden konnte.

In den Veroffentlichungen fanden sich zwei Studien , die sich mit dem
immunhistochemischen Rezeptorstatus an Gyndkomastiegeweben beschéftigt haben.
In beiden Studien handelt es sich um Gyndkomastiegewebe von zumeist &lteren

Probanden und nicht um die reine Pubertatsgyndkomastie.

Eine immunzytochemische Ostrogenrezeptor - Bestimmung mit monoklonalen Antikorpern
an 26 Patienten mit Gyndkomastie ergab zu 89 % des Probandengewebes einen positiven
Nachweis.

Das Probandenalter lag zwischen 18 und 80 Jahren.

Alle Ostrogenrezeptoranfirbungen lieRen sich nuklear im Brustdriisenepithel nachweisen. Es
fiel eine heterogene Anfarbung von Epithelzelle zu Epithelzelle auf, ebenso war die Quantitat
der Anfarbung von Fall zu Fall sehr verschieden.

Die Gewebeproben beider Briste hingegen waren hoch konkordant im
Ostrogenrezeptorstatus.

Eine Beziehung zwischen der Histopathologie und dem semiquantitativ ausgewertetem ER -
Status lief3 sich nicht herstellen ( ANDERSEN , SKOVGAARD , 1987).

In einer Studie von BURGESS et al von 1992 wurde Gewebe von 7 Patienten mit
idiopathischer Gyndkomastie auf einen immunhistochemischen Rezeptornachweis untersucht.
Hier lag das Probandenalter zwischen 19 und 60 Jahren.

Alle 7 Falle zeigten eine Anfarbung fiir den Ostrogen - und den Progesteronrezeptor in den

Epithelzellen des Brustdriisengewebes.
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In beiden vorbenannten Studien ist der monoklonale Antikérper :ER-ICA ( H222 ) von der
Firma ABBOTT benutzt worden.

In dieser Studie sind die Antikérper der Firma DAKO verwendet worden, die sich seit
mehreren Jahren im Institut fir Pathologie bewéhrt haben.

In den Veroffentlichungen lieR sich bisher keine Studie finden, die sich mit dem

immunhistochemischen Rezeptorstatus speziell an Pubertitsgyndkomastiegeweben von

méannlichen Jugendlichen und Adoleszenten beschéftigt.

In keiner Studie wurde bisher Bezug genommen zu einer gesunden Kontrollgruppe.

Dies ist in der vorgelegten Studie geschehen.

Sie beinhaltet 33 Falle von idiopathischer Pubertatsgyndkomastie. Das Patientenalter rangiert

entsprechend zwischen 12 und 22 Jahren.

Die immunhistochemischen Untersuchungen aller 33 Pubertatsgyndkomastiefélle,
beziehungsweise deren durch Mammaablation gewonnenem Brustgewebe, sind alle positiv im

Nachweis fiir den Ostrogen- und den Progesteronrezeptorbesatz ausgefallen.

Der Ostrogen - und Progesteronrezeptorbesatz 143t sich demnach nahezu in allen
Brustgeweben von Gynakomastiepatienten hoheren Alters und in allen Brustgeweben von
Pubertatsgynakomastien nachweisen ( ANDERSEN et al, BURGESS et al 1992, vorliegende
Studie).

In dieser Studie waren 30 - 60 % der Epithelzellen des Brustdriisengewebes flr den
Ostrogenrezeptor positiv. Die Anfarbung fiir den Progesteronrezeptor lag dariiber mit einem
Nachweis zwischen 40 und 90 % der Epithelzellen ( Diagramm 2).

Dies ergab Durchschnittswerte fiir den Ostrogenrezeptor von 45,5% und fiir den

Progesteronrezeptor von 64,4%.

Auler der reinen Auszahlung welche Epithelzellen angeférbt sind, muf? in der Auswertung der
Immunreaktion auch die Qualitat der Anfarbungen bertcksichtigt werden.

Es werden hier die quantitativen Ergebnisse zusétzlich mit der Intensitat der Anfarbung in
einem Multiplikationsverfahren verrechnet. Diese semiquantitative Schatzung berucksichtigt

somit auch die Starke der Immunantwort ( Abbildung 1 und 2).
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Durch diese Art der Auswertung fielen drei Félle unter den Pubertatsgyndkomastien mit einer
nur schwachen Anféarbung fiir die Rezeptoren auf, wéhrend die restlichen 29 Félle
uberwiegend eine starke Anfarbung und in nur einigen Féllen eine maiige zeigten.

Diese drei Falle ahnelten sich in der semiquantitativen Auswertung als auch in den
histologischen Erscheinungsbildern mit viel Fettgewebe dem in dieser Studie untersuchten
und gesicherten Fall einer Adipositasgynakomastie.

Leider konnten keine ndheren Angaben zu diesen archivierten drei Féllen von
Pubertatsgynakomastie in Erfahrung gebracht werden.

Werden diese drei Falle aus den idiopathischen Pubertatsgynédkomastien herausgerechnet und
den Adipositasgynakomastien zugerechnet, verédndern sich die Rezeptorbestimmungen im
Durchschnitt wie folgt.

Der Ostrogenrezeptornachweis liegt bei 46% und der Progesteronrezeptornachweis deutlich
hoher bei 68 %. Bei den angenommenen Adipositasgynakomastien fallen ein hoherer
Nachweis fiir den Ostrogenrezeptor als fiir den Progesteronrezeptornachweis auf.

Bei den Pubertatsgyndkomastien ist diese Situation umgekehrt. ( Diagramm 3 ,siehe Seite 20)

Dies kann bedeuten, dal} die Pathophysiologie der Brustentwicklung in der
Pubertatsgynakomastie eine andere ist, als die in der Adipositasgynakomastie.

Die Brustentwicklung die mit Adipositas einhergeht, erklart sich durch das hauptsachlich im
Fettgewebe vorkommende Enzym, die Aromatase. Sie konvertiert adrenale und testikulare
Androgene in Ostrogene (HANDS , GREENALL et al 1991).

Der erhohte Progesteronrezeptorbesatz gegeniiber dem Ostrogenrezeptornachweis bei den
Pubertatsgynakomastien kann fiir die Annahme einiger Autoren sprechen, dal? diese
Brustepithelzellen tatsachlich mehr Progesteronrezeptoren enthalten ( KUTTEN et al 1981,
KING 1989, MALET, GOMPEL 1991).

In dieser Studie sind bei identischen Versuchsreihen an &hnlichen Schnittebenen eine
Mehranfarbung von Epithelzellen fur den Progesteronrezeptor gegeniiber dem
Ostrogenrezeptor zu erkennen. Zusétzlich 1akt sich eine zytoplasmatische Anfarbung
erkennen, wie sie bei dem Nachweis fiir den Ostrogenrezeptor nicht vorkommt.

( Photo 4a,b ;5a,b ; siehe Seite 24,25)

Die Spezifitat des monoklonalen Antikorpers flir den Progesteronrezeptor scheint hierbei

erweitert auf Epitope zu sein, die auch zytoplasmatisch vorkommen.
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Dies I&Rt sich durch die intrazytoplasmatische Expression der Rezeptoren an den Ribosomen

und der entsprechenden messenger-RNA erklaren.

Anhand dieser Ergebnisse stellt sich die Frage nach dem Rezeptorbesatz im Vergleich zu

physiologischen weiblichen und mannlichen Brustgeweben.

Es sind umfangreiche ER - und PR - Bestimmungen anhand der biochemischen Steroid -
Bindungsmethode an pathologischen Brustgeweben durchgeftiihrt worden.
Ubereinstimmend wurden die hochsten ER - und PR - Werte an malignen Geweben
gemessen, in geringerer Zahl an Fibroadenomen der Brust und benignen Brustdysplasien
(MARTIN KUTTENN etal. 1978, BALAKRISHNAN YANG 1987 , ALLEGRA
LIPPMANN 1979, GIANI D 'AMORE 1986 , ROSEN et al. 1975).

Um annéhernd einen Vergleich mit physiologischem Brustgewebe zu haben, wurde vom
Randgebiet von Mammatumoren Gewebe enthommen . Hier zeigte sich jedoch
makroskopisch als auch mikroskopisch kein physiologisches Bild.

Diese Ergebnisse konnten somit auch nicht sicher verwertet werden.

Es wurden die Gewebe von Reduktionsplastiken, die bei operativen Eingriffen der
Brustverkleinerung gewonnen wurden, untersucht.

Alle bisherigen Tests mit Ostrogen - und Progesteronrezeptorbestimmungen an diesen
»,hormalen Brustdrisengeweben ergaben Ubereinstimmend niedrigere Werte als in
dysplastischen, fibroadenomatdsen oder gar malignen Brustgeweben.

Beispielsweise lieBen sich an 18 Féallen von Mammareduktionsplastiken immunhistochemisch
nur 7 % aller Epithelzellen fiir den Ostrogenrezeptor anférben

(PETERSEN HOYER 1987 , CARPENTER GEORGIADE 1989 ).

1992 wies BURGESS et al. in einer Untersuchung an 10 Féllen von Mammagewebe aus
Reduktionsplastiken in 4 Fallen einen Ostrogenrezeptor und in 9 Fallen eine Anfarbung fiir
den Progesteronrezeptor nach.

Ob es sich bei den aus Mammareduktionsplastiken gewonnenem Brustdriisengewebe um
normales Gewebe handelt, ist auch zweifelhaft. Pathologen beschreiben das histologische Bild
hier sogar dem der Gynédkomastie ahnlich. Es wurde eine Proliferation von irregular
angeordneten Milchgéngen mit verschiedenen Graden der intraductalen Papillomatosis
kombiniert mit einem hypozelluldarem Stroma gefunden ( OBERMAN HA 1979).
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Eine von RICKETTS and TURNBULL 1991 durchgefiihrte Rezeptorbestimmung bezog sich
allein auf normales weibliches Brustgewebe. Hierzu wurden klinische und strenge

histologische Kriterien angesetzt.

Ein Vergleich zwischen den Ergebnissen bei der ER - ICA ( immuncytochemischer assay)
und der immunhistochemischen ER und PR - Bestimmung an FNA ( fine needle aspiration )
und Brustsektionen , ergab an den Brustgewebsschnitten mittels des immunhistochemischen
Nachweises die groRte Genauigkeit und Reproduzierbarkeit ( benutzte AK: ER =H222, PR
= KD68).

Die immunhistochemische Versuchsreihe wurde erschwert, weil fast 20% der angefertigten
Schnitte nicht verwendet werden konnten, da sie keine oder eine zu geringe Anzahl (<50)

an epithelialen Zellen aufwiesen.

6 von 40 Patienten schieden hierbei komplett aus , sie enthielten in keiner der

Brustgewebeproben Epithelzellen.

Von den Ubrigen 56 Gewebeproben von 34 Patienten lieRen sich 60 % fiir den ER anfarben.
9 Patienten ( 26 % ) waren hierbei komplett ohne eine Anfarbung fir den ER aufgefallen.
Fur den PR waren von 53 ausgewerteten Gewebeschnitten von 34 Patienten 80 % positiv.

7 Patienten waren hierbei komplett PR - negativ.

Die Quantitat und Qualitat der Anfarbung der Rezeptoren fiel hier sehr unterschiedlich aus.
Die Ostrogenrezeptoranfarbung imponierte nur stellenweise und dann fokal gehauft.

Die Heterogenitét bestand nicht nur von Patientenfall zu Patientenfall , sondern auch
innerhalb eines Falles .

Die PR - Anférbungen waren insgesamt prominenter als die Epithelzellanfarbung fir den ER.

Histologisch fielen eher schmale Brustdrisengénge auf, die oftmals eine Anfarbung der
Epithelzellen in einer Reihe zeigten. In einigen Schnitten zeigten die Lappchenareale fokale

Anfarbungen, die eher ein gestreutes , gesprenkeltes Anfarbungsmuster ergaben.
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Diese unterschiedlichen Ergebnisse an weiblichen Brustgeweben mit positivem und zum Teil
gar keinem Nachweis von Ostrogen - und Progesteronrezeptoren wurden in vorherigen
Studien bereits beschrieben ( FABRIS et al. 1987, BALAKRISHNAN et al. 1987 ).

Sie legen die Vermutung nahe, dal} die Hormonrezeptoren des Brustgewebes zyklusabhéngig
sind, wie dies am Gewebe des genitalen Traktes und am Endometrium bereits nachgewiesen
wurde ( PRESS et al. 1986 , LESSEY et al. 1988 ,GARCIA et al. 1988 ).

Ahnliche zyklusabhangige ER -Rezeptorverinderungen , auch den Progesteronrezeptor
betreffend, sind am weiblichem Brustdriisengewebe 1983 von SILVA et al. anhand der
biochemischen Steroidbindungsmethode nachgewiesen worden.

Hier wurden die hochsten ER - Nachweise wéhrend der proliferativen Phase des weiblichen
ZyKlus ( 3. - 7. Tag ) nachgewiesen, wéhrend in den anderen Abschnitten des Zyklus zum Teil
niedrige Werte flr die ER - Rezeptoren gemessen wurden. Der Progesteronrezeptor -

nachweis lag am hochsten in der follikuléren Phase des Zyklus.

Angesichts des Wissens tiber die histologische Anderung im Brustgewebe ( BASSLER R.
1970 , BASSLER R 1978) wahrend des menstruellen Zyklus wird hiermit ein physiologisches

Korrelat flir die Gewebeverénderung geliefert.

Kontrovers wird diskutiert, wann die proliferative Aktivitat, gemessen an den mitotischen
Teilungen, wahrend des weiblichen Zyklus am héchsten ist ( VOGEL , GEORGIADE et al.
1981, LONGACRE TA , BARTOW etal. 1986 , FERGUSON , ANDERSON et al. 1982).

Bei der von MARKOPOLOUS et al. 1988 durchgefuhrten immunhistochemischen ER -
Bestimmung an physiologischen FNA - Proben der Brust von 68 Patientinnen waren
interessanterweise alle positiven ER - Félle ( 31 % ) innerhalb der 1. Zyklushélfte den Frauen

enthommen worden.

Umgekehrt war keine der 33 Gewebeproben , die aus der 2. Zyklushélfte stammten, ER -

positiv.

Die Produktion der Ostrogenrezeptoren findet nach dieser Studie in der 1. Zyklushélfte ( 28. -

11.Tag) statt, wenn die Ostradiol- und Progesteronspiegel im Serum relativ niedrig sind.
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Zwei weitere Studien bestétigen die immunhistochemisch nachgewiesene Prominenz der
Ostrogenrezeptoren in der ersten Zyklushalfte ( WILLIAMS et al. 1991 , BATTERSBY et al.
1992).

Der Ostradiolspiegel steigt erst ab dem 7. Zyklustag. Die Stimulierung der ER - Rezeptoren
in den ersten Zyklustagen scheint unabhéangig vom Serum - Ostradiolspiegel vor sich zu
gehen. Es konnte lokal vorhandenes Ostradiol dafiir verantwortlich sein oder die Expression

der Ostrogenrezeptoren (ber andere Signale vermittelt werden.

Es liegen weniger Studien vor, die das Progesteronrezeptorvorkommen im weiblichen Zyklus

untersucht haben und die Ergebnisse sind inhomogener ausgefallen.

Ein zyklusabhéngiges PR - Vorkommen wurde an 15 Fallen von JACQUEMIER et al. 1990
nachgewiesen. Andere Studien zeigen keine signifikanten Veranderungen der PR wéhrend des
Zyklus (JOYEUX et al. 1990 , WILLIAMS et al. 1991, BATTERSBY et al. 1992).

Die eigenen Ergebnisse aus den untersuchten weiblichen Brustgeweben aus der
Kontrollgruppe im Pubertéts - und Adoleszentenalter ( Diagramm 8 ) stiitzen die Vermutung
einer zyklusabhangigen Ostrogenrezeptorveranderung und einer homogenen,
zyklusunabhangigen PR - Verteilung. Die ermittelten Ostrogenrezeptorbestimmungen
differieren auch hier von Fall zu Fall zwischen volligem Fehlen der ER und einer Anfarbung
der Epithelzellen bis zu 50 %.

Die Progesteronrezeptoren lie3en sich hingegen konstanter in den Epithelzellen zwischen 50
und 80% nachweisen. In einem Fall lag der Nachweis bei nur 30% der Epithelzellen.

Zu welchem Zyklusstadium diese Gewebe entnommen wurden, ist nicht bekannt.

Diese Erkenntnisse deuten auf eine zeitlich versetzte Reaktion zwischen Hormonserumspiegel
und Rezeptorexpression hin. Es liefert die Erklarung fiir den hohen Ostrogenrezeptornachweis
in den Geweben der Pubertatsgynikomastien trotz nicht erhéhter Ostradiolspiegel.

Scheinbar gibt es eine versetzte Wirkung des Ostradiolspiegels auf die
Ostrogenrezeptorexpression, so daf die Ostrogenrezeptoren auch ohne momentan erhohten

Ostradiolspiegel am Zielgewebe vorkommen.
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Die in der vorliegenden Untersuchung verwendeten Proben von Mammacarcinomen zeigten
wie in der Literatur beschrieben einen zyklusunabhangigen , durchgehenden homogenen
Receptornachweis. In dieser Studie sind sie als Positiv- Kontrollen in jeder Versuchsreihe
verwendet worden. Das Phanomen der zyklusabhangigen Ostrogenrezeptor - Genexpression

ist in den Carcinomgeweben gestort.

Informationen tber den Rezeptorstatus an normalen mannlichen Brustgeweben waren in den
Veroffentlichungen nicht zu finden .

In dieser Studie sind Vergleichsfalle von ménnlichen normalen Brustgeweben herangezogen
werden .

Es fand sich ein deutlich niedrigerer Rezeptorstatus fiir das mannliche normale Brustgewebe

im Vergleich zu den Pubertatsgyndkomastiegeweben. ( Diagramm 3 , siehe Seite 20 )

Auch die Intensitat der Anfarbungen lag weit unter denen der Pubertétsgyndkomastien.

Zum uberwiegenden Teil farbten sich nur einzelne Granulabestandteile im Zellkern an.

Die Anfarbung fiel nur schwach bis méiig aus. Wéahrend sich bei den Pubertatsgynakomastien
die Zellkerne meist stark und immer komplett markiert darstellten.

('Vergleich Photo 3 mit 6, siehe Seite 23, 30)

Dies spricht im Vergleich flr eine deutlich niedrigere immunhistologische Reaktion.
Es ist in normalem Brustgewebe von ménnlichen Individuen von einer deutlich niedrigeren

Zahl an Ostrogen - und Progesteronrezeptoren auszugehen.( Diagramm 4 u. 5, siehe Seite 21 )

Der erhohte Rezeptornachweis fiir Ostrogen und Progesteron in den Pubertatsgynidkomastie-
geweben liefert hiermit das pathophysiologische Korrelat fir die Brustentwicklung.

Das pathomorphologische Korrelat ergibt sich aus der histologischen Begutachtung.

Durch die histologische Betrachtung kénnen Erkenntnisse Uber die Art der Brustentwicklung
gewonnen werden.

Die bisherigen histopathologischen Beobachtungen von mannlichen Brustgeweben bezogen
sich auf die Gyndkomastie und nicht speziell auf die Pubertatsgyndkomastie. Sie fielen sehr
variabel aus.

Oft wurde davon ausgegangen , daR die Gyndkomastie durch die Entwicklung der Milchgéange

allein ('sogenannter juvenile type ) charakterisiert ist.
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Andere Untersucher glaubten haufig besondere Lappchenstrukturen gesichtet zu haben.

Die beobachteten Anderungen des histologischen Bildes bei langer bestehender Gynakomastie
stimmen mit den schon 1972 von BANNAY AN beschriebenen 3 Phasen der Gynédkomastie
uberein.

Das Bild wechselt in der ersten Phase von einem friihen Stadium mit einer Proliferation der
Milchgange und des Driisenstromas in eine zweite Phase der Repression der epithelialen
Proliferation mit dann zunehmender Fibrosierung und Hyalinisierung des Stromas in der
dritten Phase ( WILSON et al. 1980 , ANDERSEN & GRAM 1982, ALLMAN GLASS
1994).

Diese histologischen 3 Stadien sind auf die Pubertatsgyndakomastie Uibertragen worden
( LIEBER 1995, PATRICK MAHONEY 1990) .

Und dies zu Recht, wie es sich aus den eigenen Untersuchungsergebnissen ableiten liel3.

Die histologische Begutachtung der hier beschriebenen Pubertatsgyndkomastiegewebe lieen
ebenfalls verschiedene Stadien bezliglich der Gangepithelproliferation und des
Drisenparenchyms erkennen.

Die eigene histologische Auswertung anhand von Hdmatoxylin - Eosin - Schnitten wies bei
60 % der Pubertatsgyndkomastien eine Gangepithelproliferation in den Milchbrustgangen auf.
Diese Falle korrelierten haufiger mit zellreichem lockeren Driisenstroma.

( Photo 8, siehe Seite 32)

Bei den anderen 40 % der Pubertatsgynakomastiegewebe lag ein fibrosiertes
Brustdriisenparenchym vor, welches haufiger mit schmalen, weniger proliferativ
erscheinenden Milchbrustgéngen korrelierte.( Photo 9, siehe Seite 33)

Zu vermuten ist, dal diese Gyndkomastien schon Uber einen langeren Zeitraum bestanden

haben.

In fast allen Pubertatsgyndkomastieféllen lielRen sich an den Geweben Epithelknospungen in
das Ganglumen hinein nachweisen, welches bisher in der Literatur beziiglich Gyndkomastie

nicht erwéhnt wurde.( Photo 2, 5a z.Bsp., siehe Seite 22, 25)
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Im Vergleich waren in der histologischen Begutachtung der mannlichen Vergleichsgruppe
weder Gangepithelproliferationen noch Epithelknospungen erkennbar. Das Driisenstroma war

in allen Fallen locker kollagenisiert und zellreich.

Das histopathologische Korrelat der Brust bei Pubertatsgyndkomastie besteht demnach im
Anfangsstadium aus proliferierten Milchbrustgangen mit lockerem Driisenstroma, wéhrend es
im weiteren Verlauf der Persistenz zunehmend in ein kollagendses bis fibrdses
Drisenparenchym tbergeht welches mit schmalen nichtproliferativen Milchbrustgéangen
imponiert.

Diese histologischen Merkmale des Brustgewebes bei Pubertitsgyndkomastie werden
pathophysiologisch von einer erhéhten Anzahl an Ostrogen - und Progesteronrezeptoren

begleitet.

Wichtig ist nun das Zusammenspiel zwischen Hormonspiegel im Serum und dem
Rezeptorbesatz am Zielgewebe genauer zu betrachten. Es drangt sich weiter die Frage auf, wie
sich die Uber den Hormonrezeptor vermittelte Hormonwirkung am Erfolgsorgan tatséchlich

auswirkt.

Eine interessante Versuchsreihe ist 1991 von MALET et al. dazu durchgefiihrt worden.
VVon Reduktionsmammoplastiken gewonnene Brustepithelzellen wurden kultiviert und eine
Ostrogen - und Progesteronrezeptorbestimmung durchgefiihrt, vor und nach Inkubation der

Epithelzellen mit verschiedenen Hormonzusétzen.

Waren die Brustepithelzellen Ostradiol ( E 2 ) ausgesetzt, stieg sowohl die Zahl der Ostrogen-
rezeptoren ( ER ) als auch die der Progesteronrezeptoren ( PR ) deutlich an. Die
Farbeintensitat nahm ebenfalls zu. Dieser Nachweis liel3 sich verzégert mit einem geringen

Anstieg am 4. - 5. Tag und einem Maximum am 8.Tag der Inkubation feststellen.

Wurde das gleiche Gewebe mit einem Progesteron - Abkémmling, dem Progestin R 5020,
versehen, sank die Anzahl beider Hormonrezeptoren in den Brustepithelzellen deutlich, sogar
unter die Ausgangswerte ab. Zusétzlich wurde eine deutliche Reduktion der Farbeintensitat
beobachtet.

Seite: 54



Diskussion

Wurde die Kultur mit beiden Hormonen gleichzeitig inkubiert, pendelten sich die
gemeinsamen Rezeptorwerte etwas unterhalb der Ausgangswerte, aber noch oberhalb der

Werte aus der Versuchsreihe mit dem alleinigen Progestinzusatz ein.

Eine direkte Dosis - Wirkungsbeziehung zwischen den zugesetzten Hormonen und der

Rezeptoranzahl konnte nicht ermittelt werden.

Der stimulierende Effekt von Ostradiol und der repressive Effekt von Progestin ( R 5020 ) auf
die Ostrogen - und Progesteronrezeptoren wurde sowohl am Endometrium ( TSENG ,
GURPIDE 1977 , BAYARD DAMILANO 1978 ), an Brustkrebszellen (HOROWITZ et al.
1978 ), an fibroadenomattsem Brustgewebe ( KUTTENN et al. 1981 ) und an
physiologischen Brustdriisengeweben ( SILVA GEORGIADE 1983 , WELSCH et al. 1983,
MC MANUS et al. 1984 ) ebenfalls beobachtet.

Ostradiol stimuliert scheinbar die eigene Aktivitat der Ostrogenrezeptoren uiber die gesteigerte
Proteinbiosynthese. Auch die Aktivitat von Progesteronrezeptoren wurde deutlicher, indem
auch hier die Rezeptoren vermehrt exprimiert wurden.

Hingegen wirkte Progestin insgesamt limitierend auf die Rezeptorbildung von ER und PR
(REE et al. 1989 , READ , SRIDER 1989 , MALET , GOMPEL 1991).

Diese Regulation der Steroidrezeptoren in vitro besagt, daR Ostradiol als
Zellwachstumsfaktor fungiert und dal Progesteron ein Kontrollfaktor ist, der fur die
Zelldifferenzierung verantwortlich ist.

Es ist bekannt, dal} Progesteron einen EinfluR auf die Zelldifferenzierung des
Milchgangsystems hat ( SILBERNAGEL , DESPOPOULOS).

Gestlitzt werden diese Aussagen, wenn weitere Versuchsreihen dazu herangezogen werden.
Ein Enzym, die 171 - Hydroxysteroid - Dehydrogenase ist ein Marker fir die

Epithelzelldifferenzierung und dieser Marker wird in seiner Aktivitat durch Progestinzugabe
gesteigert (GOMPEL MALET 1986, MALET GOMPEL SPRITZER 1986 ).
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DaR Ostradiol als stimulierender Zellwachstumsfaktor angesehen werden kann, verdeutlicht
ein in vitro durchgefihrter Test von LAIDLAW et al. von 1995.

Hier ist normales Brustgewebe in Nacktmé&use subcutan implantiert worden, um diese Mduse
anschlieRend mit Ostradiol - und Progesterongaben zu konfrontieren.

Dann wurde die proliferative Aktivitat der Brustimplantate in der Maus durch die Zunahme
der Steroidrezeptorexpression und durch den Anstieg der Expression von Thymidin
immunzytochemisch gemessen.

Es konnte 7 Tage spater eine signifikante Korrelation zwischen der Thymidinexpression als
Marker des Zellwachstums und der verabreichten Menge an Ostradiol an diesen
Brustgeweben festgestellt werden ( LAIDLAW et al. 1995 ).

Analog dazu war diese Zellproliferation des Brustgewebes durch Progesteronzusatz nicht zu
provozieren.

Beide Hormonrezeptorerhthungen , wie sie in den Pubertatsgyndkomastien nachgewiesen
wurden, wéren nach den zuvor beschriebenen Erkenntnissen als ein Ergebnis von
Ostradioleinfliissen zu interpretieren. Erhohte Plasma - Ostradiol - Spiegel konnten jedoch bei
den Pubertatsgynakomastien nicht nachgewiesen werden, so dal} andere Erklarungen

herangezogen werden miissen.

Die genannten in vitro durchgefuihrten Versuchsreihen haben eine zeitlich verzégerte Reaktion
von 5 - 7 Tagen zwischen Ostradiolgabe und Rezeptorexpression gemessen.

Es sind demnach nicht kontinuierlich erhéhte Ostradiolspiegel erforderlich um das
Brustwachstum zu unterhalten.

Spitzen von Ostradiolspiegel konnten dem Untersucher bei nicht kontinuierlicher und tiber
Tage anhaltenden Messungen entgangen sein.

Denkbar ist bei der Pubertatsgynakomastie ebenso ein veranderter hormoneller Spiegel mit
Ostradiolerhohung der nur begrenzt zu Beginn der Brustentwicklung auftritt und einen ProzeR
der Brustentwicklung in Gang setzt.

LEE et al. hat 1975 eine solche voriibergehende Ostradiolspiegelerhéhung an 12 Jugendlichen
nachgewiesen, die er vor und zu Beginn der Brustentwicklung untersucht hat.

Es ist wahrscheinlich, daR die spezifischen Ostrogenrezeptoren der Mamma selbst den

WachstumsprozeR unterhalten, oder unter zur Hilfenahme von anderen Mediatoren.

Die meisten Hormonmessungen sind vorgenommen worden bei schon langer bestehender

Pubertatsgynakomastie und haben selten Hormonspiegel tber langere Zeitrdume erfalit.
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Es gibt weitere Hinweise die vermuten lassen, dal} die langer bestehenden Pubertéts-
gynakomastien keiner Hormonstimulierung mehr unterliegen.

Die Vermutung ergibt sich einerseits aus der histologischen Veranderung die das Brustgewebe
in der Entwicklung bis hin zur eingestellten Epithelzellproliferation

mit fibrosiertem Drisenparenchym durchlduft.

Es spricht auch das schlechtere Ansprechen einer antiéstrogenen Therapie bei schon langer

bestehender Pubertatsgynakomastie dafir.

Es lieRen sich in dieser Dissertation von 17 Gynédkomastiepatienten die gemessenen
Ostradiolspiegel im Hormonlabor finden. Alle Ostradiolbestimmungen lagen hier im
Normbereich.

Bei der Recherche samtlicher Veroffentlichungen die sich mit den Hormonparametern im
Serum von Gynakomastien und Pubertatsgynakomastien beschaftigt haben, zeigt sich, dal? das
Verhiltnis von Ostrogenen und Androgenen und nicht einzeln betrachtete Absolutwerte der
Hormone entscheidend sind.

Beispielsweise ergaben Untersuchungen an 30 Jugendlichen mit Brustentwicklung normale
Ostradiolspiegel aber erniedrigte Androgenspiegel von DHEA ( Dehydroepiandrosteron ),
DHEA - Sulfat und Androstendion ( MOORE , SCHLAEPFER et al. 1984 ).

Es hat auch eine Untersuchung gegeben, die an 116 Pubertatsgyndkomastiepatienten kein
verandertes Verhaltnis zwischen DHEA und Ostradiol feststellen konnten. Hier fiel jedoch in
den Messungen vor und nach Beginn der Brustentwicklung ein MiRverhaltnis zwischen dem
Gesamttestosteron und freiem Testosteron auf.

Die Werte fr das freie und damit aktive Testosteron fielen in der
Pubertatsgynakomastiegruppe im Gegensatz zur Kontrollgruppe deutlich niedriger aus.
Zusétzlich wurden die SHBG - Werte in dieser Gyndkomastiegruppe erhéht nachgewiesen
(BIRO, LUCKY 1990).

Das Sexualhormon bindende Globulin ( SHBG ) spielt durch seine Transportfunktion fiir
Ostradiol, Testosteron und Dihydrotestosteron eine entscheidende Rolle. Es besteht eine
besonders hohe Affinitat des SHBG zum Testosteron, so daR bei einer Erh6hung wie es in der

vorgenannten Studie nachgewiesen wurde, relativ mehr Testosteron gebunden vorliegt.
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Dieses MiRverhaltnis kann ohne eine Gesamthormonspiegel - Verédnderung im Serum ein
relatives Uberwiegen der aktiven Ostradiole gegeniiber den aktiven Testosteronen am Zielort
bedeuten. Die gemessenen absoluten Hormonspiegel im Serum sind demnach nicht

gleichzusetzen mit der tatsachlich stattfindenden Hormonwirkung am Zielgewebe.

Das SHBG spielt durch seine Transportfunktion fur die Sexualhormone und durch seine
besondere Affinitdt zum Testosteron, wodurch er den Anteil an freiem aktiven Testosteron
bestimmt, eine grolRe Rolle ( SINNECKER GHG 1993 ).

An dieser Stelle mufl kontrovers diskutiert werden, daR nicht nur die freie Sexhormonfraktion
aus dem Serum , sondern auch der SHBG - gebundene Anteil biologisch aktiv ist
(SAKIYAMA et al. 1988, ROSNER 1990, SINNECKER 1993).

Um Einblicke in die am Gewebe tatsachlich vorhandene Hormonsituation zu bekommen
muR der Mechanismus des Transportes der Steroidhormone in die Zelle genauer betrachtet

werden.

Ein maoglicher Spiegel flr diesen Vorgang durfte das SHBG selbst sein.

Neue Erkenntnisse lassen vermuten, daR das SHBG aulier der Transportfunktion der
Sexualsteroide im Serum auch eine Transduktionsfunktion durch die Zellmembran hindurch
fiir die Sexualhormone in die Zelle hinein wahrnimmt ( SINNECKER et al. 1998, PORTO et
al. 1991).

Es sind Rezeptordomanen fur SHBG und dem SHBG / Sexsteroid - Komplex an Membranen
von normalen Prostatazellen (HRYB et al. 1985 ) , von endometrialem Gewebe ( STREL
"CHYONOK etal. 1984, AVWVAKUMOV et al. 1986 , FORTUNATI et al. 1991 ) ,

und an humanen Brustkrebszellen ( PORTO et al. 1992 ) nachgewiesen worden.

Auch intrazellular konnte das SHBG an diesen Geweben beobachtet werden ( TARDIVEL -
LACOMBE et al. 1984 , SINNECKER et al. 1989, 1990, PORTO etal. 1990) .

Ob das intrazelluldr nachgewiesene SHBG - Protein ein endogenes Zellprodukt ist oder per
Endozytose des plasmatischen SHBG - Carrier - Proteins in die Zelle gelangt ist, mul3te

zunachst noch ungeklért bleiben.
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Interessant war nun die Frage zu klaren, ob tber den SHBG - Nachweis an den Zielzellen

Rickschlisse auf den individuellen, intrazelluldren Sexhormonmetabolismus méglich sind.

Zu dieser Frage nimmt eine Studie von SINNECKER et al von 1994 Stellung.

In dieser Untersuchung sind die intrazellularen SHBG - Anteile in den Epithelzellen von
weiblichen Brustgeweben mit einem polyklonalen Antiserum immunhistochemisch bestimmt
worden. Dieses Antiserum wurde gegen humanes Sex - hormone - binding globulin entwickelt
( KHAN et al. 1982 ) und auf seine Monospezifitat getestet ( SINNECKER, KOHLER 1989).
Die zytoplasmatische Auswertung fir das SHBG ist hier unterschiedlich ausgefallen. Es
tauchten fokale und nicht kontinuierliche Anfarbungen fiir das SHBG an diesen weiblichen
Brustgeweben auf.

So ahnlich sind die Ostrogenrezeptoranfarbungen an physiologischen Brustgeweben in der
Studie von RICKETTS et al von 1991 beschrieben worden.

Diese Ahnlichkeit von Ostrogenrezeptor - und SHBG - Anfarbung fiel ebenfalls innerhalb der
voran erwahnten Studie von SINNECKER et al. an den proliferierenden benignen
Mammageweben auf. In diesen Féllen der erhéhten Proliferation zeigte sich eine starkere
Anfarbung sowohl fiir den Ostrogenrezeptor als auch fiir das Sexualhormon bindende
Globulin.

Diese Parallele im VVorhandensein von ER und SHBG kann eine gemeinsame physiologische
Funktionskette im Sexualsteroidmetabolismus bedeuten.

Diese Korrelation war an malignen Brustkrebszellen in derselben Studie von SINNECKER
nicht mehr zu beobachten. Unabhangig von der ER - Anfarbung wurden SHBG - positive und
SHBG - negative Brustkrebszellen nachgewiesen.

Die moglicherweise physiologische endokrine Funktionskette, die Uber das zytoplasmatische
SHBG auf den nuklearen Ostrogenrezeptor wirkt, konnte bei einigen Brustkrebstumoren
gestort sein.

Es wirde erklarend dazu beitragen, warum trotz ER - positiven Nachweises Mammatumoren

zu 40 % nicht auf eine antiéstrogene Hormontherapie ansprechen.

1995 wurde von PORTO , LAZARI et al. die Funktion der Internalisierung und
intrazellularen Signaltransduktion des SHBG - bindenden Hormonrezeptors experiementell

nachgewiesen.
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Die Bindung von SHBG an die Membran von MCF - 7 Brustkrebszellen und die zellulare
Endozytose wurde elektronenmikroskopisch nachgewiesen.

Es wurden parallel zur Internalisierung des SHBG die stattfindende biochemische
Signaltransduktion erfaft.

In den Ergebnissen zeigte das ungebundene SHBG in Interaktion mit der Membran der MCF -
7 Zellen eine zeit - und konzentrationsabhéngige Erhéhung der Adenylat- Cyclase - Aktivitét.
Die c’AMP - Konzentration akkumulierte dadurch signifikant nach oben.Unter
versuchsweisem Zusatz von Dihydrotesteron stieg die ¢’ AMP - Konzentration nochmals
hoher an.

Der Nachweis, dal SHBG zusammen mit testikuldarem, extrazellularem Protein im Komplex
gebunden , den intrazellulédren ¢’ AMP - Gehalt erhoht, 143t nach der genauen Funktion dieses
biochemischen Schrittes fragen und dessen EinfluBnahme auf die Steroidrezeptoren.

Eine Studie von 1990 ( DENNER , WEIGEL et al. ) beschreibt beispielsweise eine c’AMP -

vermittelte Modulation der Progesteronrezeptoren durch Phosphorylierung.

Diese Ergebnisse stutzen die Hypothese, dal’ extrazellulares SHBG alleinig und auch
zusammen mit den Testosteronen ein Regulator fir die zellulare Funktion durch den
Membranrezeptor , gekoppelt mit der Adenylatcyclase darstellt.

Wie Ostradiol die biochemische Signaltransduktion beeinfluft , ist experimentell noch nicht

erfallt worden.

Unklar bleibt auch, ob die ausgeldste Signaltransduktion einen essentiellen Schritt zur
Zellaktivierung darstellt, oder ob es sich um einen speziellen Mechanismus im
Steroidstoffwechsel handelt.

Ist die Funktion des SHBG tatsachlich ein notwendiger Schritt zur Vermittlung der
hormonellen Wirkung der Steroide am nukledren Rezeptor, konnte die Antwort fir die

Pathogenese der jugendlichen Gynédkomastie auch hier liegen.

Die 1994 von SINNECKER et al beschriebenen &hnlichen Anfarbungsmuster zwischen
intrazellularem SHBG und nuklearen Ostrogenrezeptoren an physiologischen Brustgeweben

waéren auch durchaus denkbar fur das Pubertatsgynakomastiegewebe.
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Somit wiirde das SHBG lediglich ein Spiegel fiir das Ostrogenrezeptorvorkommen darstellen.
Vielleicht liegt das SHBG - und Ostrogenrezeptorvorkommen in den Epithelzellen des
Pubertatsgynédkomastie - Gewebes verandert vor und weist auf einen maglichen
Pathomechanismus hin.

Denkbar ware eine gesteigerte intrazellulare SHBG - vermittelte Signaltransduktion, die die

Aktivitat der Ostrogen - und Progesteronrezeptor heraufsetzt, bzw.deren Expression fordert.

In dieser Studie sind alle 33 Pubertatsgyndkomastiefélle und alle Kontrollgruppen auf den
SHBG - Rezeptor nach einer bewahrten Methodik untersucht worden.

Das Pubertatsgynakomastiegewebe lie sich in allen 33 Fallen fur den SHBG - Rezeptor
anfarben.

Die Markierungen zeigten sich ausschlieBlich zytoplasmatisch. In einigen Fallen féarbte sich
fast alles angeschnittene Gangepithel an, in anderen Fallen nur einige Zellen.

Quantitativ geschatzt lag der SHBG - Nachweis zwischen 2% - 70 %.

Die Ergebnisse entsprechen ungefahr denen an normalen Mammageweben , die aus
Makromastiegeweben und von gutartigen Tumoren von gesunden Frauen gewonnen wurden.
Vielleicht sind einige der Pubertatsgyndkomastiefalle in gréReren Anteilen positiv geschétzt
worden (MEYER , SINNECKER 1994 , personliche Mitteilung von Meyer / Manchester ).

Dieses Ergebnis stiitzt die Idee des erhdhten SHBG - Nachweises bei
Pubertatsgynakomastien, welches moglicherweise die Aktivitat der Ostrogen - und
Progesteronrezeptoren erhoht hat.

An dieser Stelle soll ganz klar zum Ausdruck kommen, dal? die vorbenannte Schlu3folgerung
eine lediglich denkbare Mdoglichkeit ware.

Nicht sicher ist, ob durch die dhnlichen Anfarbungsmuster von SHBG - und
Ostrogenrezeptoren an physiologischen Brustgeweben ( SINNECKER et al 1994 ) hier auch
tatséchlich ein hormonvermittelnder Zusammenhang besteht.

Es ist nicht nachgewiesen , dal’ die SHBG - negativ ermittelten Mammatumoren auch
diejenigen sind, die auf eine Hormontherapie nicht ansprechen.

In dieser Studie ist kein sicherer erhéhter SHBG - Nachweis in den Pubertétsgynakomastien
gegeniliber physiologischen weiblichen Brustgeweben gefunden worden.

Aussagekraftiger wire hier ein doppelimmunhistochemischer Ansatz fiir nukledre Ostrogen -
und Progesteronrezeptoren und zytoplasmatische SHBG - Rezeptoren, was aber aus

methodischen Grinden zu erstellen nicht méglich war.
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Das Kontrollgewebe beiderlei Geschlechtes lieR sich bis auf einen Fall nicht fur den SHBG -
Rezeptor anférben.

Dieses Ergebnis ist unverstandlich, da auch physiologisches weibliches Brustgewebe in den
Altersstufen der Pubertat und Adoleszenz unter den Kontrollgeweben waren und alle im
vorangegangenem Versuch Ostrogen - und Progesteronrezeptoren aufwiesen.

Es mul angezweifelt werden, ob das angewandte Nachweisverfahren fur das SHBG an diesen
Kontrollgruppen aus der Rechtsmedizin geeignet ist. Moglicherweise ist der zytoplasmatische
SHBG - Rezeptor post mortem im Gegensatz zu den nukledren Ostrogen - und
Progesteronrezeptoren durch Autolyse nicht mehr nachweisbar.

Unbestritten diirfte sein, daB ein relativ zu hoher OstrogeneinfluR an der Zielzelle bei den
Pubertatsgynakomastiepatienten vorliegt oder flr einen bestimmten Zeitraum vorgeherrscht
haben muRi.

Die Ostrogen - und Progesteronrezeptoren sind nachweislich in dieser Gruppe den

Kontrollgruppen gegenlber erhoht, wie aus dieser Studie hervorgeht.

Eine Expression von Ostrogen - und Progesteronrezeptoren wird aus experimentell

gewonnenen Erkenntnissen durch Ostradiol hervorgerufen ( MALET 1991).

Die bisherigen zahlreichen Untersuchungen an Pubertatsgynakomastien haben im
Serumspiegel jedoch keine erhéhten Ostradiolspiegel nachweisen konnen. Die Erklarung liegt
demnach in einer zeitlich versetzten Wirkung zwischen Ostradiolspiegel und
Ostrogenrezeptoren. Fiir diese Theorie gibt es aus experimentell gewonnenen Erkenntnissen
wie zuvor schon erwéhnt, Beweise.

Beschrieben wurden hier im weiblichen Zyklus eine Ostrogenrezeptorexpression in der ersten
Zyklushalfte, wenn die Ostradiolspiegel im Serum relativ niedrig sind ( MARKOPOLOUS
1988 ). In vitro durchgefuihrte Versuchsreihen haben eine zeitlich verzogerte Reaktion von 5 -

7 Tagen zwischen Ostradiolgabe und Rezeptorexpression gemessen ( MALET 1991).

Vielleicht sind die Serumspiegel der Pubertatsgynakomastien nicht kontinuierlich genug
uberwacht worden.

Die aus dieser Studie heraus gewonnenen Erkenntnisse lassen eher vermuten, daf3 es zu
Beginn des Brustwachstums bei diesen pubertierenden Knaben zu einem relativ erhohten

Ostradiolspiegel gekommen ist.
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Ein Ungleichgewicht im Verhaltnis der Ostrogene zu den Androgenen scheint die
Pathophysiologie der Brustanlage bei pubertierenden Knaben in Gang zu setzen.

Unterstitzt wird diese mogliche Erklarung durch die Ergebnisse der Studie von

BIRO LUCKY von 1990. Wie schon erwahnt, wurden hier die Hormonspiegel von
Jugendlichen vor und nach Auftreten der Gyndkomastie gemessen und mit einer gleich groRRen
Kontrollgruppe verglichen.

Es fielen deutlich niedrigere Hormonspiegel fur das freie, aktive Testosteron zusammen mit
einem SHBG - Anstieg in der Gruppe der Pubertatsgyndkomastien auf.

Dies konnte der Ausloser fur die Entwicklung einer Brustdriisenanlage bei pubertierenden

Knaben sein.

Es ist seit mehreren Jahren bekannt, daB sich Androgene und Ostrogene in ihrer endokrinen
Funktion antagonisieren konnen ( JAUSSI, WATSON, PAIGEN 1992 ).
Dies wirde die Wirkung bei einem angenommenen Ungleichgewicht der Steroidhormone

noch verstarken.

Es gibt weiterhin Hinweise von schon zuvorgenannten Literaturstellen und aus den eigenen
histologischen Betrachtungen, dal ab einem gewissen Grad der Brustdriisenanlage diese
irreversibel ist. Somit ist auch die Pubertatsgyndkomastie von keiner standigen

Ostradiolstimulierung abhangig.

An dieser Stelle sei nochmals auf das SHBG aufmerksam gemacht, welches in der obig
aufgefuhrten Studie unmittelbar durch dessen Erhéhung und Affinitat zum freien aktiven
Testosteron am Ungleichgewicht beteiligt ist. Hier fehlen weiterreichende Erkenntnisse ber
die tatsachliche Rolle des SHBG am Steroidstoffwechsel.

Es gibt immunhistochemisch durchgefiihrte Versuchsreihen, in denen Androgenrezeptoren in
den Myoepithelzellen und den Epithelzellen der Milchgange in der weiblichen Brust
nachgewiesen wurden ( RUIZVELD de WINTER , TRAPMAN et al. 1991, SHI et al.

1993 ).
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Interessant wire in diesem Zusammenhang ein Vergleich der Ostrogen - und der
Androgenrezeptorvorkommen in den Pubertatsgynakomastiegeweben gegeniber
pysiologischen mannlichen Brustgeweben. Dies kdnnte besonders in der Entstehungsphase
der Brustentwicklung , erganzend zu den Steroidserumspiegeln und dem SHBG, sehr

aufschluRreich sein.

Eine weitere Theorie, die zur Aufklarung der Pubertatsgynakomastie beitragen konnte, zieht
die Mdglichkeit einer Mutation der Ostrogenrezeptor- Gene in Betracht, die losgeldst vom
Ostradiolvorhandensein unabhangig zu DNA - Transkription und damit zum Zellwachstum
fuhrt (Mc GUIRE et al. 1992).

Eine zum Teil unterschiedliche Expression von Ostrogenrezeptor- Varianten ist zwischen
normalem und malignem Brustdrisengeweben anhand von mRNA - Analysen mit der PCR -
Methode 1996 von LEYGUE & WATSON bewiesen worden.

Auch bei der Pubertatsgynakomastie wére eine Abwandlung in der Expression der mMRNA der

Rezeptoren durchaus denkbar.
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S) ZUSAMMENFASSUNG

Die Pubertatsgyndkomastie bedeutet das Wachstum der Brustdriisenanlagen bei Knaben
wéhrend der Pubertét.

Diese Studie befaft sich mit der Ostrogen - und Progesteronrezeptorbestimmung an

33 Pubertatsgynakomastiefallen im Vergleich zu physiologischen Brustgeweben beiderlei
Geschlechtes unterschiedlicher Altersstufen. Es wurde ein individuell spezifiziertes
immunhistochemisches Nachweisverfahren mit monoklonalen Antikérpern angewandt.
Zusétzlich wurden die Gewebe histologisch miteinander verglichen und einer Bestimmung
des SHBG - Rezeptors unterzogen.

Der Rezeptornachweis lag in der Pubertatsgyndkomastiegruppe mit 30 - 60 % fur das
Ostrogen und mit 40 - 90 % fiir das Progesteron deutlich iiber dem Nachweis in der
mannlichen physiologischen Kontrollgruppe mit 1 - 20 % fiir den Ostrogenrezeptor und

10 - 40 % fur den Progesteronrezeptor.

Diese Ergebnisse zeigen eine erhéhte Rezeptorexpression fiir Ostrogene und Progesteron in
den Pubertitsgyniakomastien, ohne daR bislang erhohte Ostradiolspiegel an diesem
Patientengut festgestellt werden konnte. Eine Expression von Ostrogen - und
Progesteronrezeptoren wird nach experimentell gewonnenen Erkenntnissen durch Ostradiol
hervorgerufen. Die Erklarung flr die Pubertatsgyndkomastie ist vermutlich eine zeitlich
versetzte Reaktion zwischen Hormonserumspiegel und Rezeptorexpression.

Die eigenen Ergebnisse liber den Rezeptorstatus an den untersuchten weiblichen
Brustgeweben unterstiitzen neue Erkenntnisse der zyklusabhangigen, auch hier Ostradiol -
versetzten Ostrogenrezeptorveranderung. Eine zeitlich versetzte Wirkung der Hormone auf
die Rezeptorproduktion ist eine mogliche Erklarung fiir die Pubertatsgyndkomastie ohne
nachweisbare erhéhte Ostradiolspiegel im Serum.

Unbestritten diirfte sein, daR ein relativ zu hoher Ostrogeneinflu an der Zielzelle bei den
Pubertatsgynakomastien flr einen bestimmten Zeitraum vorgeherrscht haben muf3.

Es ist bekannt, daR ein zu Gunsten der Ostrogene verschobenes Verhaltnis die Wirkung der
Androgene antagonisieren kann. Dieses Ungleichgewicht zwischen Ostrogenen und
Androgenen wurde in einer Studie anhand von gemessenen Hormonspiegeln vor und nach
Auftreten der Pubertatsgynakomastie im Vergleich zu einer Kontrollgruppe beobachtet.

Ab einem bestimmten Zeitpunkt ist die Entwicklung der Brustdriisenanlage irreversibel.
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Dies zeigt sich in der eigenen histologischen Begutachtung durch die Wandlung des
Brustgewebes in ein zunehmend fibrosiertes, kollagenisiertes Driisenparenchym mit schmalen
nicht mehr proliferativen Milchbrustgangen.

In einer Fremdstudie fiel zusatzlich ein erhdhter SHBG - Anstieg im Serum auf. Das SHBG
hat eine besonders hohe Affinitat zu freiem aktiven Testosteron, es kann somit fur das
verschobene Ostrogen - Androgen - Verhéltnis an der Zielzelle mitverantwortlich sein.

Alle in dieser Arbeit untersuchten 33 Pubertatsgynédkomastiefalle zeigten einen positiven
SHBG - Rezeptor - Nachweis zwischen 2 und 70 %. Diese Ergebnissse entsprechen den
geschatzten Prozentzahlen an normalem Mammagewebe. Es bleibt offen, ob ein erhohtes
SHBG primér bei den Pubertatsgyndkomastien an der Pathophysiologie beteiligt ist, oder ob
es sich um einen essentiellen Schritt im Steroidstoffwechsel handelt.

Eine weitere Theorie, die zur Aufklarung der Pubertatsgyndkomastie beitragen konnte, zieht
die Mdglichkeit einer Mutation der Ostrogenrezeptor - Gene in Betracht, die losgelost vom
Ostradiolspiegel zur DNA- Transkription und damit zum Zellwachstum fiihrt.

Eine zum Teil unterschiedliche Expression von Ostrogenrezeptor - Varianten ist zwischen
normalem und malignem Brustdrisengeweben anhand von mRNA - Analysen bewiesen
worden. Auch bei der Pubertatsgynakomastie ware eine Abwandlung in der Expression der
MRNA der Rezeptoren durchaus denkbar.

Molekularbiologische Genanalysen und ein doppelimmunhistochemischer Ansatz fir die
Androgen - und Ostrogenrezeptoren konnten zur weiteren Aufklarung in der Pathophysiologie
der Pubertatsgynakomastie beitragen. Ein daraus abzuleitendes geeignetes Therapieverfahren

kdnnte in der Zukunft die operative Intervention an diesen Jugendlichen Gberfliissig machen.
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