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1 Einleitung

Bei der toxikologischen Prifung eines dermal zu applizierenden steroidalen Androgens
im Rahmen einer regulatorischen, préklinischen Prifung an mannlichen Beagle-
hunden (ICH Topic M 3 (R1) CPMP/ICH/286/95: Maintenance of the ICH Guideline on Non-
Clinical Safety Studies for the conduct of Human Clinical Trials for Pharmaceuticals.
http://www.ich.org/cache/compo/276-254-1.html,), wurden nach 4 bzw. 39 Wochen taglicher
Behandlung unter GLP-Bedingungen ("Good Laboratory Practise" gemall den OECD
Grundsatzen der Guten Laborpraxis (GLP; Uberarbeitete Fassung von 1997,
ENV/MC/CHEM(98)17) deutlich vergroRerte Mammakomplexe, im Sinne einer Gynako-
mastie, beobachtet. Ziel dieser Arbeit war es, den mdéglichen Mechanismus aufzuklaren und
somit einen Beitrag zur Risikoabschatzung fur die Anwendung beim Menschen zu geben.
Dabei sollten die Hypothesen, dass beim Riden eine lokale Produktion von "Growth-
Hormon” und/oder eine Aromataseaktivierung ursdchlich bei der Entstehung der

Gynakomastie eine Rolle spielen, tberpruft werden.

Gynakomastie ist definiert als VergroRerung der mannlichen Brust aufgrund von Proliferation
alveolarer und ductaler Strukturen. Sie wird beim Menschen in Abhangigkeit vom Alter zwar
haufig (30-65 %) beobachtetet, spielt aber insgesamt als Leiden wegen des meist nur
temporaren Auftretens keine Rolle (Stumpf, 2004; Braunstein, 1993; Bembo and Carlson,
2004). Die Ursachen, die zu einer Gynakomastie beim Mann fihren wie zum Beispiel eine
eine erhohte Aromataseaktivitat unter anderem im Brustgewebe (Braunstein, 1999; Stratakis
et al., 1998; Sasano et al., 1996) sind bekannt und ausfiihrlich beschrieben (Mathur and
Braunstein, 1997; Glass, 1994;: Bembo and Carlson, 2004; Hershkovitz and Leiberman,
2002; Prisant and Chin, 2005; Wilson et al., 1980; Lazala and Saenger, 2002; LaFranchi et
al., 1975). Spontane und induzierte Félle sind in der Regel die Folge hormoneller Imbalanzen
im Androgen- und Estrogenhaushalt (Mathur and Braunstein, 1997; Mischke et al., 2002;
Glass, 1994). In der Veterindrmedizin wird die Gynakomastie im Vergleich zur Humanmedizin
selten beobachtet. Lediglich einzelne Fallbeschreibungen vor allem beim Riden und beim
Ziegenbock sind zu finden. So tritt die Gyndkomastie beim Ruden bei hormonell aktiven
Hodentumoren wie dem Sertolizelltumor oder dem Seminom auf (Kéhler, 1950; Peters et al.,
2000; Kim and Kim, 2005; Mischke et al., 2002). Beim Ziegenbock kann die Gyndkomastie
physiologisch auftreten (al Jassim and Khamas, 1997), kommt aber auch als Folge von
genetischen Defekten (Chromosomenaberration, Deletion des Y-Chromosoms)  oder
estrogenproduzierenden Tumoren vor (Wooldridge et al., 1999; Lofstedt et al., 1994; Rieck
GW, 1975; Basrur and Yadav, 1990). Vereinzelt finden auch Falle von Gyndkomastien der
Ratte und dem Affen in der Literatur Erwahnung (Ringler and Abrams, 1972; Young, 1980;
Ma et al., 2000).
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Medikamenteninduzierte Gyndkomastie ist sowohl in der Human- als auch in der Veterinar-
medizin beschrieben. Beispielsweise kann die Anwendung bzw. der Missbrauch von Andro-
gen beim Mann, aber auch der Einsatz von Estrogenen und/oder Antiandrogenen bei der
Behandlung von Prostatatumoren in seltenen Fallen zur Ausbildung einer Gynakomastie
fuhren (Maravelias et al., 2005; Prezioso et al., 2004; Evans, 1997). Bei der Applikation von
Gestagenen bei Riden und Katern wurde die Entwicklung einer Gyndkomastie beschrieben
(Patricelli et al., 1999; Braun et al., 1984).
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2 Literaturiubersicht

2.1 Gynéakomastie- Vorkommen und Histologie

Gynakomastie ist eine benigne Proliferation der mannlichen Brustdriise, bei der es aufgrund
der Zunahme von Bindegewebe, Alveolen und Milchdrliisengangen zu einer VergréRerung
der Brust kommt. Weitere morphologische Veranderungen dabei sind Hypervaskularisierung
des Stromas sowie Bindegewebsfibrosen und -hyalinisierung. Nicht selten werden auch
periduktale Manschetten durch lockeres Bindegewebe gebildet, in denen mononukleare
Zellinfiltrate vorkommen kdnnen. Die Proliferation der Gangstrukturen ist durch Langen-
wachstum, Ramifikation, Pseudoldppchen- und Knospenbildung (buds) gepragt. Ein mehr-
schichtiges Epithel und die Ausbildung von intraluminalen Sprossen und Papillen sind
ebenfalls fur die Proliferation der Gange charakteristisch. Dabei werden, von einigen wenigen
Ausnahmen abgesehen, keine ,echten“ azindsen L&ppchen wie bei der weiblichen Brust
entwickelt (Nicolis et al., 1971). Histologisch kann die Gynakomastie in drei ineinander Uber-
gehende Stadien eingeteilt werden:

Einem frihen Stadium, in dem hyperplastische Drisengange mit proliferierendem Epithel,
O0dematoses Stroma und lockereres Bindegewebe auftreten, folgt ein intermediares Stadium,
dass durch erhebliche Bindegewebszubildung sowie von einem periduktalem Odem gepragt
ist. Das spate Stadium weist dilatierte, teilweise zystische Géange und ein fibrotisches, zum
Teil auch hyalinisiertes Bindegewebe auf (Lazala and Saenger, 2002). Die Gynakomastie
muss differentialdignostisch von der Pseudogyndkomastie unterschieden werden, die ohne
Beteiligung des Drisenparenchyms Uber eine Proliferation des Bindegewebes oder durch
Lipideinlagerung (Adipositas) zu einer vergrofRerten Brustdrise fihrt. Insbesondere bei
unilateralem Brustwachstum muss das Vorliegen eines Mammakarzinoms differential-

diagnostisch in Betracht gezogen werden (Stumpf, 2004;Mathur and Braunstein, 1997).
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2.1.1 Physiologische Gyndkomastie beim Mann

In Abhangigkeit vom Lebensalter kbnnen beim Mann drei Phasen einer physiologischen

Gynakomastie beobachtet werden (Wilson et al., 1980).

Etwa 60-90 % der mannlichen Neugeborenen bilden innerhalb der ersten sechs Monate nach
der Geburt eine transiente Gynakomastie aus. Dabei wirken plazentale Estrogene pranatal
auf das Brustgewebe ein. Diese Wirkung hélt postnatal eine zeitlang an. Diese friihe
Gynakomastie ist selbstlimitierend und entwickelt sich nach einigen Wochen zuriick (Wilson
et al.,, 1980; Braunstein, 1993; Mathur and Braunstein, 1997; Hershkovitz and Leiberman,
2002).

In der Pubertat entwickelt sich bei etwa 4-65 % der Jungen zwischen dem 10. und
16. Lebensjahr eine tempordre Gynakomastie (Braunstein, 1993; Wilson et al., 1980), die
sich spontan innerhalb von zwei bis drei Jahren zuriickbildet (Hershkovitz and Leiberman,
2002). Urséchlich ist daran ein im Vergleich zum Testosteron stark angestiegener
Estrogenspiegel beteiligt: Wahrend der Pubertét steigt der Estrogenspiegel um das dreifache
und der Testosteronspiegel etwa um das 30-fache. Damit wird ein Estrogenlevel erreicht, der
dem eines erwachsenen Mannes entspricht, der Testosteronlevel liegt zu dieser Zeit
(12.-15. Lebensjahr) jedoch noch weit unter dem des Adulten (12-180 ng/dL vs.
300-1000 ng/dL). Somit bleibt die estrogenantagonisierende Wirkung des Testosterons aus
(Moore et al., 1984; Veldhuis et al., 1987; Bidlingmaier and Knorr, 1973; Braunstein,
1999;Braunstein, 1999). Fir den erhthten Level an weiblichen Sexualhormonen ist das in
der Nebennierenrinde synthetisierte Androstendion, ein androgenes 17-Ketosteroid, das vom
Enzym Aromatase in Estrogen umgesetzt wird, verantwortlich. Daneben kann auch der
Beginn der Estrogensekretion zeitlich vor der Testosteronsekretion stattfinden und auf das
Milchdrisenepithel wirken (Braunstein, 1999; Wilson et al., 1980). Der angestiegene
Estrogenspiegel wird durch eine verminderte Bildung der in der Nebennierenrinde gebildeten
androgenen Vorstufen Dehydroepiandrosteron (DHEA) und Dehydroepiandrosteronsulfat
(DHEA-S) oder aber durch eine erhdhte Aromatisierung dieser Substrate erklart (Moore et
al., 1984). Zusatzlich kann bei einigen Patienten die erhdhte Sensibilitédt des Brustgewebes
auf Estrogen zur Ausbildung der Gyndkomastie beitragen (Moore et al., 1984; Braunstein,
1993).

Bei 30-50 % aller Méanner im Alter zwischen 50 und 85 Jahren kann eine Art Alters-
gynakomastie beobachtet werden (Mathur and Braunstein, 1997). Ursache ist die
altersbedingt verminderte Androgenbiosynthese und —sekretion, die zu einem Abfall des
Serumtestosteronwerts filhrt. Der physiologische Serumestrogenspiegel bleibt dabei un-
verandert (Bembo and Carlson, 2004; Braunstein, 1993; Wilson et al., 1980). Daruiber hinaus

ist im Senium ein Ansteigen der Serumkonzentration des Sexhormon bindenden Globulins
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(SHBG), ein Transportprotein, das eine erhdhte Bindungsaffinitat zu Androgenen besitzt, zu
beobachten. Dies und der mit zunehmendem Alter ansteigende Fettgewebsanteil, in dem die
Aromatisierung von Testosteron (T) zu Estradiol (E,) und dem von der Nebenniere ausge-
schitteten Androstendion zu Estriol stattfindet, fihrt zu einer weiteren Reduktion des freien
Testosterons. Damit wird das Verhaltnis von Androgen zu Estrogen weiter zu Gunsten des
Estrogens verschoben (Braunstein, 1999; Braunstein, 1993; Wilson et al., 1980; Ismail and
Barth, 2001).

2.1.2 Rolle der Aromatase bei der Gynakomastie

Die Aromatase (CYP450.m) ist ein Enzym der Cytochrom P450 Superfamilie, das die irre-
versible Synthese von Estrogen aus androgenen Steroidhormonen (Testosteron und Andro-
stendion) katalysiert (Carreau et al., 2003; Conley and Hinshelwood, 2001). Cytochrom P450
liegt als Enzymkomplex vor, der aus der Aromatase P450,,m, auch Estrogensynthetase
genannt, und dem Flavoprotein NADPH-Cytochrom P450 Reduktase zusammengesetzt ist.
Dieser Komplex ist im Endoplasmatischen Retikulum der Zellen lokalisiert, in denen er
exprimiert wird (Conley and Hinshelwood, 2001;Simpson et al., 1997). Testikulares Testos-
teron und das in der Nebennierenrinde gebildete Androstendion dienen als Substrate fir die
Synthese der Estrogenderivate Estradiol respektive Estron (Conley and Hinshelwood, 2001;
Simpson et al.,, 1997). Bei der Aromatisierung bildet das Enzym einen Komplex mit dem
Substrat und katalysiert die Reaktion, den A-Ring des Sterangerlstes der CigSteroide in
einen Phenolring zu Uberfuhren (Braunstein, 1999; Simpson et al., 1997). Cytochrom
P4504.0m iSt bei Saugetieren mit einer 50-90 %igen Ubereinstimmung der Peptid-Sequenzen
stark kon-serviert und wird auch bei anderen Vertebraten wie Reptilien, Vogeln, sowie
Amphibien ex-primiert. Aromataseaktivitat konnte in der Plazenta, den Ovarien, den Testes
(Sertoli- und Leydig-Zellen), dem Gehirn, den Adipozyten, in den Osteoblasten der Knochen,
dem Stroma des Brustgewebes und in den Fibroblasten der Haut nachgewiesen werden. Bei
Nagetieren scheint Aromatase nur im Gehirn und den Gonaden exprimiert (Simpson et al.,
1997; Conley and Hinshelwood, 2001; Turner et al., 2002).

2.1.3 Androgen- und Estrogenproduktion beim Mann

Die Steroidhormonsynthese und —sekretion der Gonaden unterliegt einem Feedback ge-
steuerten Regelwerk, das seinen Ursprung im Hypothalamus hat.

Das vom Hypothalamus produzierte und pulsatil ausgeschittete Gonadotropin-Releasing-
Hormon (GnRH) gelangt Uber das hypophyséare Pfortadersystem in die Hypophyse. Im Hypo-
physenvorderlappen steuert es die Synthese, Speicherung und Sekretion der Gonadotropine:

das luteotrope Hormon (LH) und das follikelstimulierende Hormon (FSH). LH wirkt auf die
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Leydig-Zellen (syn. interstitielle Drisenzellen) im Hoden und regt diese zur Testosteron-
biosynthese an. Testosteron wirkt im Synergismus mit dem durch Aromatisierung aus
Testosteron gebildeten Estradiol hemmend sowohl auf den Hypothalamus als auch auf den
Hypophysenvorderlappen. Die Freisetzung von GnRH aus dem Hypothalamus wird reduziert
und in der Hypophyse nimmt sowohl die Amplitude als auch die Sekretion von LH ab (Mathur
and Braunstein, 1997; Rochira et al., 2006; Wilson et al., 1980; Hayes et al., 2000).

Im gesunden Mann werden taglich ungefahr 6 mg Testosteron synthetisiert und in das Blut
abgegeben. Pro Tag werden dagegen nur 6-10 ug Estradiol und 2,5 pg Estron in den Hoden
produziert, dass entspricht 15 % respektive 5 % der Gesamtmenge der im Blut zirkulierenden
Estrogene (Hershkovitz and Leiberman, 2002). 85 % des Estradiols und etwa 95 % des
Estrons werden jedoch im extragonadalen Gewebe (Fettgewebe, Leberzellen, Muskelzellen)
durch Aromatisierung von Testosteron respektive Androstendion gebildet (Mathur and
Braunstein, 1997; Braunstein, 1993).

Der Grof3teil der oben genannten Steroidhormone wird im Blutkreislauf durch das SHBG,
dass eine hohere Bindungsaffinitat zu Androgenen als zu Ostrogenen besitzt, transportiert
(Mathur and Braunstein, 1997; Rochefort and Garcia, 1983).

2.1.4 Pathologische Gynakomastie beim Mann

Die Gynakomastie gilt als pathologisch, wenn die Mechanismen, die zu einer Proliferation der
mannlichen Brustdriise fiihren, nicht denen bei der physiologischen Gyndkomastie
angefuhrten Ursachen angehdren. Fir die Verschiebung des Estrogen-Androgen-
Verhéltnisses, das zu einer estrogeninduzierten Gynakomastie flhrt, sind neben erhdhter
Estrogenproduktion, eine erhdhte Sensibilitat des Brustgewebes auf Estrogene, eine ver-
minderte Androgenbiosynthese sowie Nebenwirkungen von Medikamenten verantwortlich
(Tabelle 2.1.4.3: 1) (Mathur and Braunstein, 1997; Braunstein, 1993; Bembo and Carlson,
2004; Wilson et al., 1980).
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2.1.4.1 Erhohte Estrogenserumkonzentration

Pathologisch erhdhte Estrogenlevel (>5 ng/dL) werden bei verschiedenen Veranderungen

beobachtet:

Estrogenbildene Tumoren sind die haufigste Ursache erhthter Estrogenspiegel. Dabei
kénnen prinzipiell alle gonadalen Proliferationen und Neoplasien aufgrund einer erhéhten
testikularen Aromataseaktivitat Estrogen im Uberschuss bilden. Bekannt ist dies fir Leydig-
Zelltumore und -proliferationen, Sertoli-Zelltumoren und auch fir Keimzelltumore
(Seminome), zu denen v.a. kryptorchide Hoden neigen. Die Estrogenbiosynthese des
Tumors erhoht den Serum-Estradiolspiegel und fuhrt wegen der hemmenden Wirkung des
Estradiols auf die Hypophyse (negativer Feedback) zu einem niedrigen Gonadotropin- und
Testosteronlevel. Des Weiteren stimuliert Estrogen die Bildung von SHBG in der Leber, das
bevorzugt Testosteron bindet und somit zur Absenkung des freien Testosterons fihrt (Bembo
and Carlson, 2004; Hershkovitz and Leiberman, 2002; Mathur and Braunstein, 1997).

Auch Tumore der Nebennierenrinde konnen indirekt fir einen erhdhten Estrogenspiegel
verantwortlich sein, indem sie vermehrt Androstendion, DHEA und DHEA-S bilden, die dann
zu Estradiol aromatisiert werden (Hershkovitz and Leiberman, 2002; Bembo and Carlson,
2004).

Ebenso kodnnen choriongonadotropinproduzierende Tumoren (Chorionkarzinome, Keim-
zelltumore, Lungentumore, Tumoren des Gastrointestinaltrakts) indirekt zu einer Estrogen-
vermehrung fuhren. Das humane Choriongonadotropin (hCG), ein wahrend der Schwanger-
schaft in der Plazenta gebildetes Gonadotropin, das weitgehend identisch mit dem hypo-
physaren Gonadotropin LH ist, stimuliert unter anderem die Aromataseaktivitdt in den
Testikeln. HCG produzierende Tumoren fihren zu einer erhéhten Produktion und Aus-
schittung von Estradiol durch die Leydig-Zellen in den Testikeln (Bembo and Carlson, 2004;
Ismail and Barth, 2001; Hershkovitz and Leiberman, 2002; Weinstein et al., 1974; Rieu et al.,
1995).

Eine erhohte Estradiolbiosynthese in den Hoden kann auch durch einen andauernden
LH-Stimulus, ausgelést durch eine verminderte Testosteronbiosynthese (z.B. beim Klinefelter
Syndrom), verursacht werden. Die Zunahme der intratestikularen Estrogenkonzentration fihrt
wiederum zu einer Hemmung der Testosteronbiosynthese und -sekretion (Ismail and Barth,
2001; Wilson et al., 1980).

Bei verschiedenen Lebererkrankungen wie Zirrhose (Gordon et al., 1975; Cavanaugh et al.,
1990) oder Leberzellkarzinom (Kew et al., 1977; Agarwal et al., 1998) kommt es gelegentlich
zu einer Gyndkomastie, jedoch ist der daflr verantwortliche Mechanismus nicht eindeutig

geklart. Bekannt ist, dass bei Leberzirrhose die Androstendionspiegel erhdht sind, die durch



Literaturibersicht 14

Aromatisierung zu einem erh6hten Estrogenspiegel fiihren kénnen (Gordon et al., 1975).
Aufgrund der Aromataseaktivitédt im peripheren Fettgewebe besteht ein Zusammenhang
zwischen Adipositas und Gynakomastie (Ismail and Barth, 2001; Ismail and Barth, 2001;
Stumpf, 2004).

2.1.4.2 Reduzierte Androgenserumkonzentration

Eine verminderte oder fehlende endokrine Aktivitat der Geschlechtsdriisen (Hypogo-
nadismus) fuhrt ebenfalls zu einer Gyndkomastie. Zu einem erniedrigten Androgenspiegel
kénnen das Klinefelter-Syndrom (47,XXY), traumatische oder entzindliche Schadigungen
des Hodens fiuhren (primaren Hypogonadie). Ebenso kann eine Erniedrigung der Gonado-
tropine im Serum durch traumatische Verdnderungen oder entzindliche Prozesse des
Hypothalamus/Hypophysenvorderlappens zu einen erniedrigten Androgenspiegel fiihren
(sekundére Hypogonadie) (Mathur and Braunstein, 1997; Ismail and Barth, 2001; Guay et al.,
1995; Silveira et al., 2002). Wilson et al. (1980) beschreibt, dass testikulare Enzymdefekte
der Testosteronbiosynthese (Umwandlung von Cholesterol zu Testosteron) zu einer

Gynakomastie fihren kénnen.
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2.1.4.3 Medikamenteninduzierte Gyndkomastie

Etwa 20 bis 25 % der Gynakomastien kénnen als Nebenwirkungen bei Anwendung von
Medikamenten beobachtet werden (Tabelle 2.1.4.3: 2).

Einige Substanzen besitzen eine Estrogenpartialwirkung wie zum Beispiel das Herzglykosid
Digitoxin (Rifka et al., 1978). Andere Substanzen wie zum Beispiel die Antiandrogene
Cyproteronacetat (Geller et al., 1968) und Flutamid (Caine et al., 1975) oder das Antihista-
minikum Cimetidin (Hall, 1976; Garcia Rodriguez and Jick, 1994; Funder and Mercer, 1979)
besitzen antiandrogene (Partial-) Wirkungen. Sie verdrangen Testosteron und Dihydro-
testosteron aus ihrer Bindung am Androgenrezeptor. Dadurch kommt es zu einer herab-
gesetzten Androgenwirkung und einem damit verbunden verminderten Estrogen
antagonisierenden Effekt (Stumpf, 2004; Ismail and Barth, 2001; Bembo and Carlson, 2004;
Wilson et al., 1980; Braunstein, 1999).

Die Verabreichung von Testosteron (z.B. als Hormonersatztherapie bei hypogonadalen
Mannern) in therapeutischer Dosis kann durch Aromatisierung zur Gynakomastie fuhren,
ebenso wie auch der Missbrauch von Testosteron bei Leistungssportlern (Bembo and
Carlson, 2004; Rhoden and Morgentaler, 2004; Lukas, 1993; Evans, 1997; Maravelias et al.,
2005). Auch die Behandlung des Prostatakarzinoms mit Estrogenen und/oder Antiandro-
genen kann zu einer Gynadkomastie fuhren (Prezioso et al., 2004).

Das oral anwendbare Breitspektrumantimykotikum Ketokonazol (ein Imidazolderivat) fuhrt in
hohen Dosen zur Hemmung der in der Testosteronbiosynthese beteiligten Cytochrom P-450
Enzyme (17a-Hydroxylase und 17,20-Lyase) in den Leydig-Zellen. In therapeutischen Dosen
sinken die Testosteronlevel bis auf das bei Kastraten beobachtete Niveau ab (Mahler et al.,
1993; Grosso et al.,, 1983; Pont et al., 1985). Ebenfalls haufig mit Gyndkomastie in
Verbindung gebracht wird das Diuretikum Spironolacton. Es hemmt durch das Herabsetzen
der Enzymaktivitdit von 17a-Hydroxylase die Testosteronbiosynthese und verhindert die
Rezeptorbindung von Testosteron und Dihydrotestosteron (loriaux, 1976). Androgene sowie
Estrogene sind physiologischerweise an das Sexhormonbindende Globulin (SHBG)
gebunden, wobei Androgene eine hohere Bindungsaffinitat aufweisen als Estrogene.
Verschiedene Substanzen (z.B. Fluconazol, Spironolacton) verdrangen Steroidhormone aus
ihrer inaktivierenden peripheren Transportbindung. Dabei werden aufgrund der geringeren
Affinitat die schwéacher gebundenen Estrogene eher verdrangt und in ihre aktive Form
Uberfihrt (Ismail and Barth, 2001; Stumpf, 2004;Thompson and Carter, 1993). Die Aufnahme
von Estrogenen z.B. durch estrogenhaltige Haarpflegesubstanzen kann zu einer erhdhten
Ostrogenserumkonzentration filhren und damit urséchlich fir eine Gynakomastie sein
(Braunstein, 1993; Stumpf, 2004; Gottswinter et al., 1984).
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Tabelle 2.1.4.3: 1: Formen und Ursachen der Gynakomastie beim Mann (modifiziert nach

(Hershkovitz and Leiberman, 2002;Mathur and Braunstein, 1997))

Physiologische Gynakomastie

Neonatal — maternales Estrogen

Pubertat — temporare Androgen- Estrogen- Imbalance
Senium — Adipositas, Testosteronbiosynthese|
Pathologische Gyndkomastie

Erhohtes Serumestrogen durch:

Aromataseaktivitat 1

Verdrangung von Estrogen aus der Bindung zum SHBG
Adipositas

Sertolizell-Tumor

Leydigzell-Tumor

Keimzellentumor

Negativer Feedback (E21—LH| —T])
Nebennierentumore

hCG produzierende Tumore:

Chorionkarzinome, Lungentumore, Tumoren des Gastrointestinaltrakts
Verminderte Testosteronbiosynthese

Hypogonadismus

Primar:

Klinefelter- Syndrom, Hermaphroditismus, Hypogonadismus, Kongenitale Anorchie

Sekundar:

virale Orchitiden, Kastration, Trauma, Hypothalamisch/hypophysar

hCG= humanes Choriongonadotropin, LH= Luteinisierendes Hormon, E2= Estrogen, T= Testosteron, SHBG= sex

hormone binding globulin (sexualhormonbindendes Globulin), 1= Anstieg, |= Abfall
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Bei der Mehrzahl der Substanzen ist der Pathomechanismus, der zur Induktion der
Gynakomastie fuhrt, noch nicht geklart, da die Proliferation des Brustdriisengewebes auch
durch nicht aromatisierbare Substanzen wie z.B. Dihydrotestosteron und Methyltestosteron
ausgelost werden kann (Stumpf, 2004; Wilson et al., 1980; Mathur and Braunstein, 1997;
Bembo and Carlson, 2004).

Tabelle 2.1.4.3: 2: Mechanismen der medikamenteninduzierten Gyndkomastie (modifiziert nach
(Hershkovitz and Leiberman, 2002))

Medikament Mechanismus

Spironolacton, Fluconazol, Ketokonazol Verdrangung des Estrogens aus der SHBG-
Bindung

hCG, Androgene Erhdhte Estrogenbiosynthese durch Aromatase

Ketokonazol, Liarozol, Fluconazol Herabgesetzte Testosteronbiosnthese

Digitoxin, Isoniazid, Estrogenhaltige Substanzen Estrogenpartialwirkung

Cyproteronacetat, Flutamid, Spironolacton, Blocken des Androgenrezeptors

Cimetidin

hCG= humanes Choriongonadotropin, SHBG= sex hormone binding globulin (sexualhormonbindendes Globulin)
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2.2 Gynédkomastie bei Sdugetieren

Gynakomastien werden beim Tier nur sehr selten beobachtet und von manchen Autoren als
Hypertrophie der Milchdriise des mannlichen Tieres als Folge endokriner Stérungen (Sertoli-
Zelltumor, Hodenhypoplasie, Kryptorchismus) beschrieben (Weiss and Kaufer-Weiss, 1999).
Wie auch beim Menschen, ist die Gynakomastie von der Pseudogynakomastie
(Gynaekomastia falsa), die nur aus Binde- und Fettgewebe besteht zu unterscheiden
(Schonbauer, 1981; Heidrich and Renk W., 1967). Gynakomastien sind in der Literatur meist
beim Ziegenbock und beim Ruden zu finden. Aber auch Féalle von Gynakomastie beim Affen
sind beschrieben (Ringler and Abrams, 1972; Young, 1980).

Einzelne Falle von neonatalen Brustdriisenentwicklungen sind bei Ziegen, Fohlen, Lammern,
Kélbern und Hundewelpen bekannt, dabei wird kurz nach der Geburt eine Schwellung der
noch rudimentar entwickelten Mamma beschrieben (Heidrich and Renk W., 1967).

2.2.1 Ziegenbock

Die Atiologie der Gynakomastie der mannlichen Ziege ist sehr unterschiedlich. Es konnen
sowohl familidgre Dispositionen, Chromosomenanomalien, hormonelle Verénderungen oder
die mechanische Reizung der Milchdriise als Ursache in Frage kommen (Wooldridge et al.,
1999).

In friheren Untersuchungen konnte bei einem fertilen, hornlosen und laktierenden
Ziegenbock eine Chromosomenaberration mit einem chromosomalen Mosaik (XO/XY) und
Deletion des Y-Chromosoms nachgewiesen werden, die als mdgliche Ursache fur die
Gynakomastie betrachtet wurde (Marx et al., 1975). Milchbildung- und Sekretion bei Ziegen-
bocken, die einen normalen ménnlichen Habitus, sowie gesunde Nachkommen hatten, sind
ebenfalls beschrieben. Als Ursache fur die Gynakomastie wurden erhéhte Hormon- Serum-
werte (Estrogen, Prolaktin, Growth-Hormon) und tumordse Veranderungen (Mamma-
karzinom, Nebennierenrindenadenom) genannt (al Jassim and Khamas, 1997, Lofstedt et al.,
1994; Wooldridge et al., 1999; Janett et al., 1996).

2.2.2 Hund

Gynakomastie beim Hund wird meist im Zusammenhang mit gonadalen Tumoren
beobachtet. Die Haufigkeit, dass alte Ruden (ca. >6 Jahre) an einem Hodentumor erkranken,
liegt bei ca. 60 %, durch Kryptorchismus wird das Risiko der Entwicklung eines Hodentumors
um das ca. 26-fache erhoht (Peters et al., 2000). Meist sind es Sertoli- Zelltumoren, die in
etwa 25 % der Falle estrogene Hormone produzieren (Heidbrink and Kaup, 1990). Sie

werden haufig bei alteren Hunden und in dystopischen Hoden beobachtet und sind in Fall-
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beschreibungen als Ursache fur eine Gynakomastie diagnostiziert worden (Heidbrink and
Kaup, 1990; Khodakaram Tafti A and Ahmadi M R, 1998; Castro et al., 1999; Peters et al.,
2000; Peters et al., 2003). Aber auch Seminome und Leydig-Zelltumore sind als Ursache
eines Hyperestrogenismus beschrieben (Kim and Kim, 2005; Peters et al., 2001). So wurde
schon 1950 von einem Hund (Dackelriide, 9 Jahre alt) mit laktierender Mamma berichtet, der
wegen eines Seminoms, ausgehend von einem kryptorchen Hoden, euthanasiert wurde. Die
Histologie der Brustdriise ergab eine Proliferation des Driisengewebes, das dem Bild der
Gynakomastie entspricht (Kéhler, 1950). Durch die erhdéhte Sekretion von Estrogenen dieser
Tumoren kommt es zu Feminisierungserscheinungen in Form von Gynakomastie, Libido-
verlust und Attraktivitat fur andere Ruden. Feminisierungserscheinungen kommen in 19 %
der diagnostizierten Sertoli- Zelltumoren vor und nur zu 5 % bei Leydig- Zelltumoren (Peters
et al.,, 2000). Bei Hodentumoren insbesondere beim Sertoli-Zelltumor sind Hautver-
anderungen wie zum Beispiel Alopezie, Akanthose und/oder Hyperpigmentierung ebenfalls
eine Folge der estrogenen Wirkung (Peters et al., 2001). Zusatzlich kann es durch den
Estrogenexzess zu einer irreversiblen Knochenmarksschéadigung mit aplastischer Anamie
(Panmyelophthise) und einer hamorrhagischen Diathese kommen. Bei Sertoli-Zelltumoren ist
die Produktion von Estrogenen bekannt, jedoch ist der Mechanismus beim Leydig-Zelltumor
sowie dem Seminom noch unklar. (Weiss and Kaufer-Weiss, 1999; Heidbrink and Kaup,
1990; Peters et al., 2000).

2.2.3 Medikamenteninduzierte Gyndkomastie

Auch in der Veterinarmedizin sind Gyndkomastien nach Verabreichung von Medikamenten

beschrieben worden:

Braun et al. berichtet von einer Gesaugeverénderung bei Riden nach einer Gestagen-
behandlung. Das klinische Bild war mit dem der bei der Hiindin vorkommenden Lactatio falsa
vergleichbar. Gestagene kdnnen eine Hyperplasie und Sekretion des Gesauges sowie das
Auftreten von Mammatumoren bei der Hundin verursachen (Braun et al., 1984). Bei einem
Kater trat wahrend der Behandlung mit Medroxyprogesteron ebenfalls eine transiente
Gynakomastie auf (Patricelli et al., 1999). Auch bei Rattenbdcken ist eine medikamenten-
induzierte (Moclobemide, Antidepressivum) Gynakomastie beschrieben (Ma et al., 2000).
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2.2.4 Weitere Ursachen fir eine Gyndkomastie

Die Gynakomastie bei Fallen von Hermaphroditismus verus ist selten, aber auch bei Ziege,
Rind, Schaf sowie beim Hund und der Katze beschrieben. Sie lasst sich durch die
Ovarialfunktion erklaren und stellt keine echte Gynakomastie im Sinne der Definition dar. Als
weitere Ursache fir die Ausbildung einer Gyndkomastie sind das testikulare
Feminisierungssyndrom, dessen Ursache ein genetischer Defekt des Androgenrezeptor-
Proteins ist (Androgeninsensivitat), sowie die Hodenhypoplasie, ein dem Klinefelter-Syndrom
des Menschen vergleichbare Krankheit, zu nennen (Weiss and K&éufer-Weiss, 1999;Rieck
GW, 1975).
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2.3 Allgemeines zur Milchdrise (Glandula mammaria, Mamma)

Die Milchdrise (Mamma) differenziert sich aus der Epidermis, einem Abkémmling des
Ektoderms und wird den Hautdrisen zugeordnet (Sinowatz, 1990). Die Milchdrise ist eine
modifizierte Schweil3driise und aufgrund ihres Aufbaus eine zusammengesetzte tubulare
Drise mit verzweigten Endstiicken (Habermehl, 1996). Im Gegensatz zu den meisten
anderen Organen erreicht die Milchdrise ihre volle Entfaltung bis zur Funktionsreife erst
verhaltnismaRig spat, nach der Pubertat, und zwar nur beim weiblichen Geschlecht und nur
unter den besonderen Bedingungen der Graviditdt bzw. der andersgearteten
Zyklusbedingungen bei der Hiindin mit der stark verlangerten Gelbkdrperphase (Smollich and
Michel, 1992;Sinowatz, 1990). Es werden zwar bei beiden Geschlechtern Mammakomplexe
angelegt, jedoch kommen sie bei den ménnlichen Individuen aufgrund fehlender hormoneller
Stimulation nicht zur Entwicklung. Hier bestehen sie lediglich so dass aus einer Zitze mit
rudimentarer Driisenanlage (Koch and Berg, 1993). Jedoch kénnen diese durch hormonelle
Stimulation (paradoxe Hormongaben, hormonproduzierende Tumoren) auch zum Wachstum

angeregt werden (Braun et al., 1984;Peters et al., 2000).

2.3.1 Anatomie

Grundsatzlich setzt sich jede Milchdriseneinheit (Mammakomplex) aus dem Driisenkoérper
(Corpus Mammae) mit zugehoriger Zitze (Papilla mammae) zusammen. Der Drisenkorper
enthalt das Driisenparenchym (Glandula mammaria), sowie deren Ausflihrungsgangsysteme,
die in einer Zitze minden und das interparenchymatdse Bindegewebe, dass die Leitungs-
bahnen fihrt. Als Milchdrise wird die gesamte bei einer Tierart vorkommende Anzahl von
Mammakomplexen bezeichnet. Der Hund besitzt meistens je 5 Mammakomplexe
(gelegentlich 4 oder 6) beidseits der ventralen Medianlinie, die beim Fleichfresser als
Gesauge bezeichnet werden. Beim Hund stellt die Milchdriise ein bilateral symmetrisches
thorakoinguinal aufgehangtes Organ dar. Die Zitzen sind zur Halfte links und rechts der
Medianen gelegen (Budras et al., 1996;Nickel et al., 1984). Die Paare der Mammakomplexe
werden entsprechend ihrer Lokalisation als thorakal cranial, thorakal caudal, abdominal
cranial, abdominal caudal sowie inguinal bezeichnet. Die Haut des Gesauges und die
Zitzenbasis sind fein behaart, die Zitze selbst nicht (Koch and Berg, 1993;Budras et al.,
1996).
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2.3.2 Histologie

Die nachfolgend dargestellte histologische Beschreibung stellt die Milchdriise nach ihrer
vollen Entwicklung dar, also zu einem Zeitpunkt in dem sie strukturell ausdifferenziert ist und

die volle Funktionsfahigkeit fiir die Laktation erreicht hat.

Die einheitliche Grundstruktur der tubuloalveolédren Driise besteht aus unterschiedlich vielen
Drisenlappchen, die wiederum aus Drusenendstiicken (Alveolen) bestehen, die sich in den
Drisenschlauchen (Ductus lactiferi) vereinigen und anschlie3end in die Milchzisternen (Sinus
lactiferi) munden. Diese stellen beim Hund keine weitlaufigen Milchsammelrdume sondern
schlauchartige Gebilde dar. Ein Teil dieser Zisternen befindet sich noch im Drisenkorper
(Pars glandularis), der sich anschlieRende Teil wird bereits in der Zitze gefihrt (Pars
papillaris) und miindet tber die Strichkanale (Ductus papillaris) an der Oberflache der Zitze.
Die Driusenlappchen werden durch interlobulares Bindegewebe (Interstitium), in dem die
Leitungsbahnen (Kapillaren, Arteriolen, Venolen, LymphgefdRe, Nervenfasern) liegen,

voneinander getrennt.

Die Alveolen besitzen ein einschichtiges Drisenepithel, dass sich jedoch je nach
Ausbildungsgrad andert: In sekretgefiiliten Alveolen ist das Epithel niedrig, wéhrend der
Phase der Sekretbildung ist der Epithelverband isoprismatisch, bei Sekretabgabe
hochprismatisch. Die Kerne der Epihelzellen @ndern sich entsprechend von abgeplattet Gber
rund bis langsoval. Umgeben wird das Driisenepithel von Myoepithelzellen (Korbzellen) und
daran anschlieRend von einer Basalmembran. Myoepithelzellen sind modifizierte Derivate
des ektodermalen Hautblattes, verflugen (ber Oxytocinrezeptoren und sorgen als
motorisches Endglied des Milchausschittungsreflexes fur die Entleerung der
Drisenalveolen. Das Myoepithel besitzt breite Bahnen feiner Myofibrillen, die parallel zur
basalen Zellmembran liegen und keine Querstreifung aufweisen. Die Milchgange sind
proximal mit einem einschichtigen und distal mit einem zweischichtigen iso- bis
hochprismatischen Epithel ausgekleidet. Die proximalen Wandepithelien haben auch die
Fahigkeit zur (Milch-)Sekretion. Das interstitielle Bindegewebe setzt sich vorwiegend aus
kollagenen Faserbiindeln zusammen. Im ruhenden Zustand sind in das lockere Bindegewebe
eine tierartlich unterschiedliche Anzahl von Fettzellen eingelagert, zudem werden die
Alveolen rickgebildet, das Lumen verengt sich und kann géanzlich verschwinden
(Liebich H-G, 1999;Weyrauch and Smollich, 1998).

Eine physiologisch geringfligige Infiltration von Mastzellen, Lymphozyten und Plasmazellen
findet sich, besonders wahrend der Involution und des Metestrus, im interstitiellen
Bindegewebe (Cameron and Faulkin, Jr., 1971;Liebich H-G, 1999;Wrobel et al., 1974).
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2.3.3 Ontogenese der caninen Mamma

In der embryologischen Entwicklung ist die Milchlinie, ein verdickter kaum sichtbarer
Epidermisstreifen am Rande der Extremitatenleiste des Embryos, der Vorlaufer der
Milchleiste (Habermehl 1996). Durch Epidermiswucherung und Verdichtung des Koriums
proliferiert sie zur Milchleiste, die ab dem 25. Trachtigkeitstag sichtbar wird. In regelméaRigen
Abstdnden treten auf ihr Epidermisverdickungen (Milchhiigel) auf, die ab dem
30. Trachtigkeitstag zu sehen sind (Sinowatz, 1990;Christensen G.C., 1979). Der Rest der
Milchleiste bildet sich zurick. Die Milchhigel bilden die Vorlaufer der spéateren
Mammakomplexe und werden durch das Wachstum der seitlichen Korperwand ventral
verlagert. In der weiteren Entwicklung proliferiert das Epithel des Milchhiigels stark und
wachst als zapfenformiger, solider Sprof3 (Mammaknospe) in die Tiefe. Um ihn verdichtet
sich das Mesenchym zum Areolargewebe. An der auf3eren Oberflache der Mammarknospe
setzt eine Verhornung des Epithels ein, der zur Bildung eines fiir lange Zeit bestehen-
bleibenden Hornfropfes fuhrt. Durch Schrumpfung dieses Hornfropfes entsteht eine leichte
Eindellung der Oberflache, die Zitzen- oder Mammatasche. Durch diese Entwicklung bildet
sich die Zitze mit Hof, die beim Hund flach verbleibt und daher Eversionszitze genannt wird.
Von hier aus wachsen Epithelstrdnge (Primarsprosse) in die Tiefe des Gewebes ein (aus
diesen wachsen spater die Sekundarsprosse und zur Zeit der Pubertat bzw. der Graviditat
die Tertiarsprosse). Die Anzahl der Epithelstrange entspricht der Anzahl der spateren
Milchgange. Beim Hund sind dies 8-14 pro Zitze. Aus dem Priméarspross wird spater der
Strichkanal, aus den Sekundarsprossen die Milchgange (Ductus lactiferi) und aus den
Tertiarsprossen das sezernierende Milchdrisengewebe (Glandulae mammariae). Der
Primarspross bildet einen Hohlraum aus, der jedoch aufgrund eines Hornpfropfs noch keine
offene Verbindung zur Oberflache hat. Bis zur Geschlechtsreife entwickelt sich die
Milchdrise kaum weiter und besteht nur aus dem verzweigten Gangsystem, welches in

einem zellreichen Bindegewebskomplex eingebettet ist (Sinowatz, 1990;Habermehl, 1996).

2.3.4 Postnatale Entwicklung der caninen Mamma

Die Milchdruse ist bei beiden Geschlechtern vorhanden. Sowohl die mannliche als auch die
weibliche Mamma ist von der Geburt bis zur Geschlechtsreife in gleicher Weise entwickelt.
Juvenile Milchdrisen bestehen groR3tenteils aus Binde- und Fettgewebe, die dem
eigentlichen Drisengewebe als ,Platzhalter* dienen. Im interstitium vom Fleischfresser
kommen im Gegensatz zu Rind und Pferd nur wenige Fettzellen vor
(Habermehl, 1996;Christensen G.C., 1979;Weiss and Kaufer-Weiss, 1999;Weiss and Kaufer-
Weiss, 1999;Weiss and Kaufer-Weiss, 1999;Sinowatz, 1990).
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Mit dem Einsetzen der Geschlechtsreife der Hindin beginnt das rudimentare Mammagewebe
zu wachsen und sowohl die Drisenstrukturen, als auch das Stroma verandern sich. Bei der
Proliferation der Mamma der Hindin nehmen Estrogen und Progesteron eine zentrale
Stellung ein (Marinelli et al., 2004). Die Aktivierung der Progesteron-(PR) und
Estrogen-Rezeptoren (ER) in der Mamma hat eine lokale extrahypophyséare Ausschittung
von "Growth- Hormon" (GH) zur Folge und stimuliert zusammen mit dem im Hypophysen-
vorderlappen gebildeten GH die Produktion und Freisetzung des "insulin-like-growth-faktor” |
und Il aus der Leber. Somit wird ein proliferatives Millieu in der Mamma geschaffen
(Mol et al., 1997;Selman et al., 1994). Bei der Hiundin wird mit Beginn der Pubertat nicht nur
das Wachstum des Gangsystems stimuliert, sondern schon sezernierende Alveolen
ausgebildet. Beim Riuden bleibt der juvenile Zustand der Milchdriise auch nach der Pubertét
erhalten (Sinowatz, 1990).

2.3.5 Zyklische Veranderungen des Mammaparenchyms bei der Hindin

Die Hundin gehért zu den saisonalen monodstrischen Tieren, eine Ovulation erfolgt nur ein
oder zweimal im Jahr (Walter, 2003). Die Milchdriise der Hiindin unterliegt einer hormonellen
Regulation. Sie steuert die initiale Entwicklung der Mamma beim eintritt in die Pubertat und
die Veranderungen des Mammaparenchyms wahrend des Brunstzyklus, der Trachtigkeit mit
anschlielender Laktationsperiode. Bedingt durch den besonderen Brunstzyklus des
weiblichen Hundes, der durch eine stark verlangerte Gelbkdrperphase mit entsprechend
hohem Progesteronspiegel gekennzeichnet ist, kommt es in jedem Zyklus zur Ausbildung
sezernierender Alveolen. In jedem Brunstzyklus werden neue Strukturen gebildet, die bei

Nicht-Belegung teilweise wieder zurtickgebildet werden.

Die Morphologie der Mamma &ndert sich funktionsabhangig wahrend des Estruszyklus wie
nachfolgend von NELSON und KELLY (1974) beschrieben:

Wahrend des Proestrus proliferiert das Drisenepithel und bildet vergroRRerte und dilatierte
Gangsysteme an der Basis der Zitze. Die Epithelzellen zeigen eine leichte Hyperchromatie
mit grof3en Kernen. Die Veranderungen des Drisenepithels sind auf die steigenden
Estrogenkonzentrationen im Blut zurickzufihren (Nelson and Kelly, 1974). Im spaten
Proestrus kommt es durch den hohen Estrogenspiegel zur Freisetzung von LH
(luteinisierendes Hormon) in Form einer starken Welle, die zur Ovulation fuhrt. Der ovulierte
estrogenproduzierende Follikel wird rasch zu einem progesteronproduzierenden Gelbkérper
umgewandelt. Dies ist zugleich das Ende des Proestrus und der Beginn des Estrus,
charakterisiert durch den weiteren Anstieg des Gelbkdrperhormons Progesteron, das bis zum

Abfall im spaten Metestrus fir die weitere Proliferation und Sekretion der Mamma
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verantwortlich ist (Olson et al., 1982;Concannon et al., 1977). Die Entwicklung innerhalb des
Drisengewebes erfolgt nicht gleichmaRig, einige Lappchen zeigen weniger sekretorisches
Material als andere. Des Weiteren ist eine leichte Proliferation des Gangsystems und des
Stromas sichtbar. Die Entwicklung der Driisenstrukturen ist nicht mehr nur auf die Region an
der Basis der Zitze beschrénkt, sondern sie reicht bis in die Subcutis. Die Génge sind starker
differenziert und von einem ein- zuweilen auch zweischichtigen Epithel ausgekleidet. Das
Stroma zeigt einen verstarkten Zellgehalt und o6dematdses Bindegewebe. Der friihe
Metestrus zeigt ein Bild, welches dem des Estrus entspricht. Jedoch wird hier eine moderate
Proliferation der Alveolen sichtbar, die sich aus den Vorlauferstrukturen, den "Terminal End
Budds” bilden. Diese ,Ausknospungen” der anfanglichen Gangsysteme entwickeln sich durch

lokal gebildetes Growth-Hormon (Nelson and Kelly, 1974;van Garderen et al., 1997).

Wahrend des mittleren Metestrus, 30-60 Tage nach dem Estrus, sind das Gangsystem und
die Alveolen, die eosinophiles Sekret enthalten konnen, gut differenziert und das Stroma
erscheint als reifes Bindegewebe. Zunehmende Involution, starke Sekretion der Alveolen und
weniger prominentes Stroma bestimmen das Bild des spaten Metestrus, der vom Tag 60
bis 90 nach dem Estrus besteht. Das Alveolar- sowie das Gangepithel zeigen verschiedene
Stadien der Involution. Im frihen Anestrus (Tag 90 bis 120) finden eine minimale Sekretion,
sowie eine mafige Involution der Alveolen statt. Die Sekretion beschrankt sich auf dilatierte
und ruckgebildete Gange. Wéahrend des spaten Anestrus, der 120 bis 180 Tage nach dem
Estrus beginnt, schreitet die Involution der Mamma weiter voran. Die Driisenstrukturen bilden
sich bis auf rudimentare Reste zurlick, das Bindegewebe ist fest und ausgereift und eine
Vermehrung des subkutanen Fettgewebes findet statt. Die Regression ist bei jungen
Hundinnen wesentlich starker ausgepragt als bei alteren Hindinnen (von Bomhard and
Kappes, 1976;Nelson and Kelly, 1974).
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2.4 Hormonrezeptoren

2.4.1 Einleitung

Hormone sind interzellulare Signalstoffe (Botenstoffe), die in freier oder gebundener Form mit
dem Blut an die hormonempfindlichen Zielzellen gelangen. Die Wirkung der Hormone in den
Zielzellen wird Uber die dort vorhandenen Empfangerstrukturen, den Rezeptoren, vermittelt
(Meyer, 1994). Um eine gezielte Wirkung zu erreichen, sind die Rezeptoren nur in den
Zielzellen vorhanden. Die Hormone binden mit hoher Spezifitat und Affinitat an die funktionell
zugeordneten Rezeptoren. Das Spektrum der Hormonreaktivitat wird von jedem Zelltyp tber
dessen eigene Kombination an Hormonrezeptoren definiert (Nelson and Cox, 2001).
Aufgrund der hohen Affinitat der Wechselwirkung zwischen Hormon und Rezeptor kdnnen
die Zielzellen schon auf sehr geringe Hormonkonzentrationen reagieren, jedoch ist auch die
Menge der Rezeptoren der Zielzelle ein wesentlicher Bestandteil um die Antwort auf das
Hormon zu regulieren. Je nach Hormontyp kann das Zusammentreffen von Hormon und dem
funktionell zugeordneten Rezeptor extrazellular, im Cytosol oder im Zellkern erfolgen (Nelson
and Cox, 2001).

2.4.2 Steroidhormone/ Steroidhormonrezeptoren (Rezeptoren fir hydrophobe

Ringmolekule)

Steroidhormone sind unpolare Molekiile, die Wachstum, Entwicklung, Differenzierung sowie
die Funktion zahlreicher Gewebe regulieren. Aufgrund ihres lipophilen Charakters diffun-
dieren Steroidhormone durch die Plasmamembran ihrer Zielzellen und binden mit hoher
Affinitat und Spezifitdt an ihren kernstdndigen Rezeptor (Nelson and Cox, 2001;Meyer,
1994;Yamashita, 1998;Jenster et al., 1997). Steroidhormone verandern die Transkription
eines Genabschnitts durch Interaktion mit einer bestimmten Gensequenz der Zielzelle
(Carson-Jurica et al., 1990).

Zu den Steroidhormonen gehéren die Sexualhormone, die in den Gonaden synthetisiert
werden und die Corticoide der Nebennierenrinde. Sexualhormone sind fur die Entwicklung
und Differenzierung des Geschlechtsapparates, die Virilisirung und die Feminisierung
verantwortlich. Zu ihnen gehoren das Gestagen Progesteron, die Androgene Dihydro-
testosteron, Testosteron, Androstendion und Dehydroepiandrostendion, sowie die Estrogene
Estradiol, Estron und Estriol (deren biologische Aktivitdt in der genannten Reihenfolge
abnimmt). Zu den Corticosteroiden gehdren Glucocorticoide, Mineralocorticoide und andere
adrenale Steroide, die zu Sexualhormonen synthetisiert werden (Thun and Schwarz-Porsche,
1994;Meyer, 1994).
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Steroidhormonrezeptoren, die zu der Superfamilie kernstéandiger Hormonrezeptoren "nuclear
hormone receptor” (NHR) gehdren, erfillen drei wichtige Aufgaben: Liganden/Hormon-
Bindung, DNA-Bindung und eine  transkriptionsaktivierende Funktion. Die
Steroidhormonrezeptoren lassen sich aufgrund der verschiedenen Aminosaurensequenzen,
sowie wegen ihrer unterschiedlichen Bindungsstellen an der DNA in zwei Subfamilien

(Gruppen) einteilen:

Die Estrogenrezeptor-Subfamilie, und die Glucocorticoidrezeptor-Subfamilie, zu der der
Androgen- (AR), der Progesteron- (PR), sowie der Mineralokortikoid-Rezeptor (MR) gehoren
(Gronemeyer, 1992;Green and Chambon, 1988;Meyer, 1994:Kumar et al., 2006).
Steroidhormonrezeptoren sind Transkriptionsfaktoren und besitzen einen einheitlichen
Aufbau. Die stark konservierte DNA-Bindungsdomane teilt den Steroidhormonrezeptor in
eine in Lange und Sequenz variable Amino(N)-terminale Domane und eine konservierte
Carboxy(C)-Domane. Die Lange und die Sequenz der N-terminalen Doméne ist sehr
variabel. Der Rezeptor wird in sechs funktionelle Regionen/Doménen eingeteilt, die mit A bis
F bezeichnet werden (s. Abb. 1).

Die Langen und Aminosaurensequenzen der Doméane A/B des N-terminalen Endes sind sehr
variabel. Die Region C ist am starksten konserviert und fir die DNA-Bindung verantwortlich.
Bei diesem Molekulbereich formen Aminosaurereste einen so genannten Zinkfinger, der fir
die Bindung des Hormon-Rezeptorkomplexes an der DNA verantwortlich ist. Die Anheftung
des Liganden (Hormon) erfolgt in der ebenfalls hoch konservierten Hormonbindungs-
doméane E. Zwei transkriptionsaktiviernde Funktionen (TAF), deren Aktivitdt durch Bindung
des Steroidhormons beeinflusst wird, sind sowohl an der A/B Domane (TAF 1) sowie an der

Hormonbindungsdomane E (TAF 2) zu finden.

Nach der Bindung des Steroidhormons an den Rezeptor (Dimerisierung) wird die
DNA-Bindungsfahigkeit durch die Dissoziation von Hitzeschockproteinen und einer
Konformationsdnderung vom Rezeptor erlangt (Rezeptoraktivierung). Das Rezeptordimer
diffundiert anschlieBend in den Zellkern und bindet an spezifische DNA-Erkennungs-
sequenzen "hormon responsive or regulating elements” (HRE) in der Nahe
hormonabhangiger Gene. Durch die Rezeptoraktivierung wird das Genexpressionsmuster
geandert und die mMRNA-Synthese (Transkription) stimuliert. Die neu gebildete mMRNA steuert
die Bildung der hormonell induzierten spezifischen Proteine (z.B. Enzyme), die wiederum die
Hormonwirkung in der Zielzelle vermitteln (Green et al.,, 1988;Green and Chambon,
1988;Gronemeyer, 1992;Meyer, 1994;Tenbaum and Baniahmad, 1997;Yamashita,
1998;Carson-Jurica et al., 1990). Bei der intrazellularen Lokalisation der
Steroidhormonrezeptoren ging man lange Zeit davon aus, dass Steroidhormonrezeptoren in
unbesetztem (inaktiviertem) Zustand im Zytoplasma und nach deren Aktivierung als

Hormonrezeptorkomplex im Kern der Zelle lokalisiert sind ("two-step model” (Gasc and
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Baulieu, 1986)). Heute jedoch wird die Meinung vertreten, dass die intrazellulare Verteilung
der Rezeptoren nicht ausschlieB3lich durch den Liganden (Hormon) beeinflusst wird, sondern
auch je nach Rezeptortyp variiert. Die wichtigsten Steroidhormonrezeptoren sind der
Androgen-(AR), der Estrogen-(ER), sowie der Progesteron-Rezeptor (PR). Die im
Zytoplasma gebildeten Rezeptoren werden kontinuierlich und aktiv (Uber einen
Transportmechanismus in den Kern transferiert. Untersuchungen haben gezeigt, dass
sowohl der Androgen- als auch der Estrogen- und Progesteron-Rezeptor kontinuierlich
zwischen dem Zytoplasma und dem Nukleus pendeln. Ermdglicht wird der Riicktransport des
Rezeptors in das Zytoplasma durch Interaktion mit spezifischen Membranproteinen
(Guiochon-Mantel et al., 1996;Guiochon-Mantel et al., 1991;Kumar et al., 2006;Kawata et al.,
2001;Hager et al., 2000).

TAF 1 TAF 2'
Region A/B D F
I ¢ . E .
Funktion DNA-Bindung Hormon-Bindung
Dimerisierung Dimerisierung

*TAF, Transkriptionsaktivierende Funktion

Abb. 2.4.2: 1. Schematische Darstellung der Struktur und der Bindungsdoménen des Steroid-
hormonrezeptors; konservierte Doméanen (C und E) sind als Kastchen dargestellt [modifiziert nach
(Gronemeyer, 1992)]
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2.4.3 Growth-Hormon (GH ), Growth- Hormon- Rezeptor (GHR)

"Growth-Hormon" ist ein Peptidhormon, das pulsati vom Hypophysenvorderlappen
ausgeschuttet wird. Die Bildung und Freisetzung des GH wird durch zwei vom Hypothalamus
ausgeschuttete Releasing-Hormone, dem "Growth-Hormon releasing Hormon "(GHRH) und
dem Somatostatin, reguliert (Mol et al., 1999). GH produzierende Zellen sind jedoch nicht nur
im Hypophysenvorderlappen, sondern auch in Zellen der Milchdriise des Hundes, der Katze
sowie beim Menschen vorhanden. Untersuchungen haben gezeigt, dass das lokal in der
Milchdrise des Hundes gebildete GH identisch mit dem der Hypophyse ist (Lantinga-van
Leeuwen et al., 1999). Das wéahrend des Metestrus in der Mamma der Hindin unter
Progesteroneinflul? gebildete GH erfillt tUber eine parakrine und autokrine Wirkung eine
wichtige Funktion bei der Proliferation und Differenzierung der Milchdriise (van Garderen and
Schalken, 2002;Mol et al., 1999). Eine endokrine Wirkung von Mamma-GH, die z.B. zu
Akromegalie fuhren kann, wurde ebenfalls beschrieben (Rijnberk et al., 2003). Die
Ausschuttung von GH in der Milchdrise kann auch durch die exogene Verabreichung von
synthetischem Progesteron ausgelost werden (Selman et al., 1994;Concannon et al., 1980).

Der "growth-hormon-receptor” (GHR) gehort zur Familie einfach membrangangiger
Glykoprotein-Rezeptoren, zu der auch der Prolaktin- und Zytokin-Rezeptor zéhlt. Der Aufbau
des GHR ist weitgehend einheitlich mit den anderer Rezeptoren dieser Familie. Der
strukturelle Aufbau zeigt im extrazellularen Bereich die Hormonbindungsdomane, den
Amino(N)-Terminus, sowie einen kleinen Membrananteil gefolgt von einer grofRen
zytoplasmatischen Domane, die bei der Signal-Transduktion beteiligt ist (van Garderen et al.,
1999;Meyer, 1994;Kelly et al., 1991). Als wasserlosliches Hormon interagiert Growth-Hormon
mit seinem membranstandigen Rezeptor. Nach der extrazellularen Bindung des GH am
Rezeptor findet eine Konformationsdnderung statt und es werden intrazellulare
Tyrosinkinasen aktiviert. Durch selektive Phosphorylierung wird die Aktivierung der

zugeordneten Enzyme induziert (Meyer, 1994;Kelly et al., 1994).

Beim Hund kann GH, im Gegensatz zum Menschen und héheren Primaten, nur am GHR und

nicht auch am Prolactin-Rezeptor binden (van Garderen and Schalken, 2002).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

In  zwei regulatorischen 4-Wochenstudien und einer 39-Wochenstudie unter
GLP-Bedingungen (("Good Laboratory Practise" gemald den OECD Grundsatzen der Guten
Laborpraxis (GLP; uUberarbeitete Fassung von 1997, ENV/MC/CHEM(98)17) und dem
Chemikaliengesetz der Bundesrepublik Deutschland) an fertilen mannlichen Beaglehunden
waren am Ende der Behandlungszeit vergroRerte und verdickte inguinale Mammakomplexe
aufgefallen, die als "Gynakomastie" diagnostiziert worden waren. Jedem Tier waren téglich
dermal auf einer Flache von xxx cm® entweder Placebo, 0.8-, 2.5- oder eine 8-prozentige
Gelformulierung aufgetragen worden. Dies entspricht einer taglichen Dosis von XX mg/kg.

Folgende Tabelle zeigt das Design der drei durchgefuhrten Prifungen:

Tabelle 3.1: 1: Design der Studien

Kontrollegruppe niedrige mittlere hohe
Dosisgruppe Dosisgruppe Dosisgruppe
[n] [n] [n] [n]
4 Wochen, Ment 4 4 4 4
4 Wochen, Ment Backup 4 4 4 4
39 Wochen, Ment Backup 8 8 8 8

n= Anzahl der Tiere

Somit standen Mammaproben von insgesamt 64 Hunden fur die weitere Untersuchung zur

Verfugung.
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3.1.1 Prufsubstanz

Bei der Test-Substanz handelt es sich um das steroidale Androgen Ment bzw. um ein Ment
Analogon, einem Nachfolge-Kandidat. Ment ist ein um den Faktor zehn potenteres Mittel als
Testosteron und soll in topischer Anwendung als Hormonersatztherapie bei Hypo-

gonadismus eingesetzt werden.

CH3 OH Chiral

Abb.3.1.1: 1: Struktur der Prifsubstanz MENT

3.1.2 Einbettung der Gewebeproben

Fur die Anfertigung von Paraffinschnitten wurde die linke inguinale Milchdriise eines jeden
Tieres verwendet. Nach der Entnahme wurde die linke inguinale Milchdriise in neutral
gepuffertem Formalin nach Lillie (4 %) fixiert. Die Aufarbeitung der Milchdriisen erfolgte nach
den Standard Operation Procedures (SOP) der Bayer Schering Pharma AG in Anlehnung an
Standard-Labormethoden (Romeis et al., 1989): die formalinfixierten Gewebeproben wurden
entwassert und Uber eine aufsteigende Alkoholreihe in einem vollautomatischen

Unterdruckautomat Tissue-Tek VIP der Fa. Sakura in Paraplast eingebettet.

3.1.3 Gefrierproben

Fur die Isolation von RNA wurde zusatzlich auch die rechte inguinale Milchdrise
entnommen. Die rechte inguinale Milchdrise wurde in vier etwa gleichgrof3e Portionen geteilt
in Kunststoffrohrchen verbracht und unmittelbar danach in flissigem Stickstoff schock-

gefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C asserviert.
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3.1.4 Schnittherstellung

Fur die immunhistologische und molekularbiologische Untersuchung des formalinfixierten
Gewebes wurden von den Paraffinblocken jeweils 4-5 um dicke Paraffinschnitte angefertigt.
Die Schnitte wurden auf Superfrost®Plus- Objekttrager (Menzel-Glaser®, Braunschweig)
aufgezogen und Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Von jedem Tier einer jeden

Gruppe wurde ein Milchdriisenschnitt mit Hamatoxilin-Eosin (H.E.) gefarbt.

3.2 Immunhistochemie (Protokolle s. Anhang)

Jede Milchdriise eines jeden Tieres wurde immunhistochemisch auf Aromatase,
Growth-Hormon (GH), sowie auf Androgen-, Progesteron-, Estrogen- und GH-Rezeptor

untersucht.

Die Detektion einer Primarantikdrperbindung am Paraffinschnitt erfolgte mit Hilfe der
Labeled-Streptavidin—Biotin—Peroxidase—Komplex (LSAB)—Methode (Cartun and Pedersen,
1989), einer modifizierten Biotin—Avidin—Komplex-Methode (Hsu et al., 1981).

3.2.1 Antigendemaskierung

Durch die Gewebefixierung mit Formalin kann die Antigenstruktur durch Quervernetzung im
Gewebe verandert werden, so dass der eingesetzte Antikdrper nicht mehr oder nur sehr
schwach bindet (Antigen-Maskierung) (Boenisch, 2006;Shi et al., 1997;Shi et al., 2001). Um
die dreidimensionale Struktur des Epitopes, an die der Antikdrper bindet, wieder herzustellen,
wurden die Schnitte einer Hitzevorbehandlung unterzogen:

Dazu wurden die getrockneten Schnitte in Xylol entparaffiniert und in absteigender
Alkoholreihe rehydratisiert und in destilliertem Wasser gespuilt. Die anschlieRende
Hitzevorbehandlung erfolgte mit einem Dampfgarer (Fa. Braun, Kronberg). Dabei wurden die
Objekttrager in eine mit einer Target Retrieval Losung mit pH 6,1 (Fa. DakoCytomation,
Hamburg) befilite Kivette gestellt. Die Schnitte wurden bei ca. 90-100 °C fur 18 Minuten
gekocht und nach einer ca. 20 minitigen Abkihlung auf Raumtemperatur in Tris-gepufferte
Kochsalzlésung (TBS) uberfiihrt. Diese Vorbehandlung wurde fur alle verwendeteten

Antikérper gleichermalRen durchgefihrt.
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3.2.2 LSAB-Methode

Nach der Antigendemaskierung wurden die Schnitte zur Reduzierung des Hintergrundes mit
verschiedenen Blockierungslésungen behandelt. Das Auftragen der Blockierungslésungen,
sowie der Sekundar (Link)- und Tertiarantikorper (Label) erfolgte mit Hilfe des Dako-
Cytomation®-Autostainers, einem Pipettier-Automaten. Die Objekttrager sind dabei horizontal
in den Racks angeordnet. Nach jedem Auftragen einer Lésung wurden die Schnitte mit einem
Waschpuffer (Fa. DakoCytomation) gespiilt. Nachdem Abgetragen der Blockierungslésungen
wurde der Primar-Antikbrper von Hand in entsprechender Verdunnung (Tabelle 3.2.2: 1)
aufgetragen. Dafir wurden die Objekttrager aus den Racks des Autostainers in eine
verschliebare Farbekammer Uberfuhrt und anschlieend Gber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die
Schnitte wurden mit Haematoxilin (Mayer) gegengefarbt und mit Eukitt® eingedeckt.
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Tabelle 3.2.2: 1: Ubersicht aller verwendeten Antikorper

Primar-Antikorper Klon Spezies Verdinnung Sek.—Antikt‘jrper* Verdinnung
Hersteller in ABD Hersteller in LABD
Androgenrezeptor Sc-815 Kaninchen 1:500 GaR-b 1:20
AR (C19) .
(polyklonal) Biogenex
Santa Cruz Biotechnology
Estrogenrezeptor** CC4-5 Maus 1:80 GaM-b 1:60
NCL-ER-LH2 Biogenex
(monoklonal)
Novocastra Laboratories
Growth-Hormonrezeptor Mab 263 Maus 1:60 GaM-b 1:20
MCA 1555 Biogenex
(monoklonal)
Serotec
Progesteronrezeptor - Kaninchen 1:400 GaR-b 1:80
NCL-PGRp Biogenex
(polyklonal)
Novocastra Laboratories
Aromatase Pus H4 Maus 1:50 GaM-b 1.20
MCA 2077 Biogenex
(monoklonal)
Serotec
Growth-Hormon - Kaninchen 1:40 GaR-b 1:30
hGH Biogenex
(polyclonal) 9
Biogenex

ABD= Antikdrperverdinnungsmedium DakoCytomation; GaR-b= biotinilierter Ziege-anti-Kanichnchen-Sekundar-
Antikérper; GaM-b= biotinilierter Ziege-anti-Maus-Sekundar-Antikérper; hGH= human Growth-Hormon; LABD=

Link-Antikdrperverdiinnungsmedium Biogenex;

*Der Tertirantikorper (Label) (Fa. Biognex) wird in gleichem Verhaltnis verdinnt wie der Sekundarantikdrper

(Link)
**(Nieto et al., 2000)
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3.2.3 Kontrollen

Als positive Kontrolle wurden jeweils Gewebe mitgefarbt, die das gesuchte Antigen flr den
speziellen Antikdrper enthielten. In Vorversuchen wurde die Reaktivitat der Antikérper an

verschiedenen Organen verschiedener Spezies getestet (Tabelle 3.2.3: 1).

Tabelle 3.2.3: 1: Ubersicht der Kontrollen

Antikorper Kontrollgewebe
Androgenrezeptor Prostata und Hoden von Hund und Ratte
Estrogenrezeptor Mamma @ und Uterus vom Hund

Mammatumorgewebe @ (human)*
Progesteronrezeptor Mamma @ und Uterus vom Hund
Mammatumorgewebe @ (human)*
Growth-Hormon-Rezeptor Mamma vom Hund ¢
Aromatase Pysq Ovar, Plazenta, Hoden der Ratte
Hoden vom Hund

Growth-Hormon Hypophyse von Hund und Ratte

*Fa. Dako Cytomation

In Vorversuchen wurden diese Antikorper an caniner Prostata und Mamma, sowie an
caninem Hoden getestet, um eine mdgliche Kreuzreaktivitdt zu evaluieren und um die
geeignete Verdinnung zu bestimmen. Die positiven caninen Gewebe wurden als
Positivkontrolle fir die jeweilige immunhistochemische Farbung eingesetzt. Als
Positivkontrolle fir die Estrogenrezeptor und Progesteronrezeptor Antikdrper diente humanes

Mammatumorgewebe der Fa. DakoCytomation.

Als Negativkontrolle diente ein Folgeschnitt des zu untersuchenden Praparats, welcher statt
mit dem primaren Antikérper mit Aszitisflissigkeit von nicht-immunisierten Balb/c-Mausen

bzw. mit einem praimmunen Kaninchenserum inkubiert wurde.
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3.2.4 Auswertung der Histologie (HE-Farbungen) und der Immunhistochemie

Die HE-gefarbten Schnitte aller 64 Hunde wurden lichtmikroskopisch (nach-) untersucht,

wobei die Befunde semiquantitativ ausgewertet wurden.

Die Bewertung der Entwicklung der mammaren Alveolar- und Gangstrukturen erfolgte nach
folgender Skala (Tabelle 3.2.4: 1) (Shackelford et al., 2002):

Tabelle 3.2.4: 1: Gradingschema der histologischen Befunde

- = keine
+ = wenig
++ = leicht
+++ = moderat

++++ = deutlich

+++++ = ausgepragt

dabei bedeutet
keine:

entspricht dem physiologischen Zustand einer mannlichen Mamma: Weit im Bindegewebe
verteilte herdférmige Ansammlungen kleiner epithelartiger Zellen.

wenig:

deutlich abgeflachte Epithelien, die andeutungsweise Alveolen ausbilden. Kleine obliterierte
Géange mit flachem ein- zuweilen auch zweischichtigem Epithel.

leicht:
gleicht dem zuvor beschriebenen (,wenig®), jedoch mit differenzierteren Alveolen.
moderat:

0dematoses Bindegewebe, moderate Proliferation der Alveolen; Gangsystem teilweise mit
Ausknospungen sichtbar (“Terminal end buds*/ Vorlauferstrukturen der Alveolen); sowie z.T.

flussigkeitsgefullten Lumina.
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deutlich:

nahezu vollstandig entwickelte Alveolen und 2z.T dilatierte Gange mit teilweise
flussigkeitsgefullten (eosinophilen) Lumina. Das Epithel erscheint isoprismatisch mit tber-

wiegend runden Kernen.

ausgepragt:

Vollstandig entwickelte Alveolen mit flissigkeitsgefiillten (eosinophilen) Lumina. Das Epithel
erscheint prismatisch und weist je nach Sekretmenge abgeplattete, runde oder langsovale
Kerne auf. Die interalveolédren Ductuli sind z.T dilatiert und enthalten (eosinophiles) Sekret.

Das Gangepithel ist mehrschichtig, teilweise hochprismatisch.

Die semiquantitative Abschatzung der Zellzahlen wurde mikroskopisch mit dem 10x-Objektiv
vorgenommen, wobei jeweils funf Gesichtsfelder von je 12 mm Durchmesser ausgewertet
wurden. Bei der Immunhistochemie erfolgte die Auswertung ebenfalls semiquantitativ mit
Hilfe eines "immunreaktive Score” (IRS). Der IRS ergibt sich aus der Multiplikation des
Wertes der Féarbeintensitat (Staining Intensity, SI) mit dem der geschatzten Anzahl positiv
gefarbter Zellen (pZ) (Tabelle 3.2.4: 2) (Remmele and Stegner, 1987).

Tabelle 3.2.4: 2: Die Ermittlung des IRS [modifiziert nach (Remmele and Stegner, 1987)]

Sl-Einteilung pZ-Einteilung Hypothetischer Maximalwert
(IRS)

0= keine Farbereaktion 0= keine positiven Zellen

1= schwache Farbeintensitat 1= wenig positive Zellen

2= maRige Farbeintensitat 2= moderat positive Zellen 4x4= 16

3= starke Féarbeintensitéat 3= viele positive Zellen

4= sehr starke Farbeintensitat 4= sehr viele positive Zellen

Sl= Féarbeintensitat (Staining Intensity); pZ= positiv gefarbte Zellen; IRS= Immunreaktiver Score
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3.3 Molekularbiologische Préaparationen (Protokolle s. Anhang)

Aus den bei -80 °C asservierten Gefrierproben wurde Growth-Hormon RNA isoliert, um zu
klaren, ob das in der Mamma immunhistochemisch nachgewiesene Growth-Hormon hypo-

physéaren Ursprung hat oder extrahypophyséar in der Mamma gebildet wurde.

3.3.1 Allgemeine MalRnahmen

Um eine Kontamination mit DNA und RNasen bei der RNA-Isolierung zu vermeiden, wurden
folgende Bedingungen wahrend der molekularbiologischen Arbeitsschritte streng
eingehalten:

1) Tragen von Latex-Einweghandschuhen, die wahrend der Praparation mehrmals
gewechselt wurden.

2) Arbeitsplatze mit RNaseZap® reinigen

3) Diethylpyrokarbonat (DEPC)-behandeltes Wasser (Fa. Ambion®) fur alle
Arbeitsschritte mit RNA verwenden.

4) Verwendung von RNase-und DNase-freien gestopften Pipettenspitzen und
Plastikeinwegware

5) Zur Vermeidung von Kontamination vor und wahrend der Durchfiihrung der RT-PCR
wurden die RNA Préaparationen und das Ansetzen der RT-PCR raumlich voneinander
getrennt durchgefihrt. Die Elektrophorese, und weitere DNS-Praparationen wurden
nicht im gleichen Raum, in dem die RT-PCR stattfand, durchgefiihrt.

6.) Einsatz von Negativkontrollen bei der RT-PCR

7.) Mitfihren einer Positivkontrolle bei der RT-PCR
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3.3.2 RNA-Isolierung und -Aufreinigung

Fur die RNA-Isolierung wurde schocktiefgefrorenes (-80 °C) Milchdriisengewebe verwendet.
Die Isolierung erfolgte auf Basis der single-step-Methode (Chomczynski and Sacchi, 1987)
unter Verwendung des RNeasy® Lipid Tissue Mini Kits (Qiagen, Hilden). Dazu wurde 100 pg
Milchdrisengewebe mit einer sterilen Pinzette in ein mit 1 ml Lysispuffer gefilltes
Reaktionsgefall Uberfuhrt. Die weitere RNA-Gewinnung sowie die Reinigung von Proteinen
und kleineren RNA-Bruchstiicken erfolgten gemaR den Angaben des Herstellers. Zusatzlich
erfolgte eine Behandlung mit RNase-Free DNase | (Qiagen, Hilden), um eine potentielle
Verunreinigung mit genomischer DNA auszuschlieRen. Nach Elution der RNA mit 40 pl
RNase-freiem Wasser (Qiagen, Hilden) wurde 5 pul von der RNA-LOsung zur spektral-
photometrischen Messung der optischen Dichte in einem Biophotometer (Eppendorf AG,
Hamburg) bei 260 nm (OD,s0) abgenommen (Verdinnung 1:15). Die restliche RNA wurde bis

zur weiteren Verwendung bei -80 °C asserviert.

3.3.3 Herstellung von cDNA mittels der reversen Transkriptase
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Ansatz und Durchfihrung der RT-PCR erfolgten jeweils in einem seperaten Raum. Alle
Praparationsschritte wurden im Eisbad durchgefihrt.

Die cDNA-Synthese erfolgte unter Verwendung des Omniskripts® RT Kits (Qiagen, Hilden)
und 250 ng/ul Random Hexamers (Promega, Mannheim) in einem Multicycler® PTC 200
(Biozym Diagnostic GmbH) nach Angaben des Herstellers. Unter Zugabe von 10 U/ul

RnaseOut™

Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen) wurden 1,5 pg RNA in einem
20 pl RT-Reaktionsansatz inkubiert (Tabelle 3.3.3: 1). Der RT-Reaktionsansatz wurde unter
folgenden Temperaturbedingungen inkubiert: 25 °C fir zehn Minuten, 37 °C fir eine Stunde,
93 °C fur funf Minuten und schlief3lich 4 °C bis zur Entnahme der Proben. Die cDNA-Proben

wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C asserviert.
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Tabelle 3.3.3: 1: Herstellung eines 20 pl cDNA-Reaktionsansatzes (RT-PCR Mastermix)

Reagenz Konz. Volumen Konz. Hersteller
Stamm-Lsg.  [pl] 20 pl RT-MM

A.) RNA-Mix

RNA aus 3.3.2 - 1,5 -

RNase freies H,0 - 10,5 - Qiagen

B.) Random-Hexamers-Mix

RNase freies H,0 - 3,0 - Qiagen

Random Hexamers 500 ng/pl 1,0 125 ng/ul Promega

C.) RNaseOut-Mix

RNase freies H,0 - 6,5 - Qiagen

buffer RT 10x 1,0 1x Qiagen

RNaseOut™ Recombinant 40 U/l 2,5 10 U/pl Invitrogen

Ribonuclease Inhibitor

D.) RT-Mastermix

buffer RT 10x 20 1x Qiagen

dNTP-Mix 5mM 2,0 0,5 mM Qiagen

Random-Hexamers-Mix 125 ng/pl 2,0 250 ng/ul )

aus B

Omniskript® 4 Uyl 1,0 4 Uyl Qiagen

Reverse Transcriptase

RNaseOut™-Mix aus C 10 U/pl 1,0 10 U/pl -

E.) 20 pl Reaktionsansatz

RNA-Mix aus A 12

RT-Mastermix aus D 8 )

Gesamt 20 )

Konz. Stamm-Lsg.= Konzentration der Stammldsung; Konz. 20 pul RT-MM= finale Konzentration im RT-Mastermix;
RT= reverse Transkription; dNTP-Mix= Desoxynucleotid-Mix; RNA= Ribonukleinsdure (ribonucleic-acid)
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3.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

3.3.4.1 Primer

Fur die Amplifikation der der in 3.3.3 hergestellten cDNA wurden folgende Primer (Tabelle
3.3.4.1: 1) mit Hilfe des Primer-Suchprogramms Primer3 ausgewahlt (Rozen and Skaletsky,
1996) und bei der MWG Biotech AG, Ebersberg, in Auftrag gegeben. Um die erfolgreiche
RNA-Extraktion zu Uberpriifen und um falsch-negative Ergebnisse zu vermeiden, wurden die
RNA-Extraktionen aus der Mamma und der Hypophyse auf Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) mRNA, welche fur das Enzym GAPDH kodiert, untersucht. Die
GAPDH-Primer wurden aus der Literatur (Groters S., 2004) ausgewahlt und ebenfalls bei der
MWG Biotech AG, Ebersberg, in Auftrag gegeben.

Die Reaktion fand unter Verwendung des AmpliTag Gold® (Fa. Applied Biosystems) und
dem dazugehorigen Puffer (GeneAmp® 10x Buffer Il, Fa. Applied Biosystems) in einem
Multicycler® PTC 200 (Biozym Diagnostic GmbH) statt (Tabelle 3.3.4.1: 2). Die von der MWG
Biotech AG erhaltenen Primer Lyophilisate wurden nach Herstellerangaben mit RNase freiem
Wasser (Qiagen, Hilden) gel6st und auf eine Konzentration von 15 pmol/pl eingestellt. Diese
Gebrauchslosungen wurden aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Zum Ausschluss einer Kontamination wurde fur jedes Primerpaar als Negativkontrolle ein
PCR-Ansatz mitgefuhrt, der Anstelle der DNA-Matrize RNase-freies Wasser (Fa. Biozym
Diagnostic GmbH) enthielt.

3.3.4.2 Temperaturprogramm

Das Temperaturprogramm umfasste eine Primeranlagerung bei 59,5 °C. Der Primeransatz

wurde wie folgt inkubiert:

1) initiale Denaturierung bei 94 °C fur eine Minute
2) 40 Zyklen:
Denaturierung bei 94 °C fir eine Minute
Primeranlagerung bei 59,5 °C fir eine Minute
Elongation bei 72 °C fur eine Minute
3.) Finale Elongation bei 72 °C fiir 5 Minuten zur Herstellung des 3'ATP-Uberhangs und
zum Beenden der Reaktion
4) Kihlung bei 4 °C bis zur Entnahme der Proben
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Die PCR-Produkte wurden auf ein Agarosegel aufgetragen (2 %ig), um die korrekte GréRRe
der Amplifikate zu Uberprifen. Die PCR-Produkte wurden bis zur weiteren Verwendung bei

-20 °C gelagert.

Tabelle 3.3.4.1: 1: Zusammenfassung der Namen, interne Bezeichnung, Sequenz,
Amplikonlange, sowie Accession-Nummer und Position der verwendeten Primer

Primer Bez. Sequenz (5" —3Richtung) Amplk. Acc.-Nr. und Pos.
GHs pl AGC AGG GTC TTC ACC AAC AG

300 NM 001003168;
GH as p2 GAT GCC CAG CAA CTA GAA GG 409-717
GAPDH s p3 GCC AAA AGG GTC ATC ATC TC

028 BC014085;
GAPDH as p4 GGG GCC ATC CAC AGTCTTCT 1225-1452

Bez.= interne Bezeichnung des Primers; Amplk.= Amplifikatgré3e; Acc.-Nr.= GenBank® Accsession-Nummer ;
Pos.= Position des Amplifikats in der verdffentlichten Sequenz; GH= Growth-Hormon; s= "sense“-Primer;
as= "antisense"“-Primer

Tabelle 3.3.4.1: 2: Herstellung eines 50 yul PCR-Reaktionsansatzes (PCR-Mastermix)

Konz. Volumen Konz. 50 ul

Reagenz Stamm-Lsg. ] PCR-MM Hersteller
RNase freies H,O - 38,25 - Biozym
GeneAmp® 10xPCR Puffer Il - 5 1x Applied
(100 mM Tris-HCI, 500mM KClI) PCR-Puffer  Biosystems
MgCl, (25mM) 25 mM 25 1,25 mM Applied
Biosystems
dNTP-Mix 10 mM 1 0,2 mM Applied
Biosystems
AmpliTaq® DNA Polymerase 5 U/ul 0,25 125U Applied
Biosystems
antisense-Primer - 1 - MW G-
Biotech AG
sense-Primer - 1 - MW G-
Biotech AG
cDNS (Produkt aus 3.3.3) - 1 - -

dNTP-Mix= Desoxynucleotid-Mix; Konz. 50 pl PCR-MM= finale Konzentration im PCR-Mastermix



Material und Methoden 43

3.3.4.3 Gelelektrophorese

Zur Uberprifung der korrekt amplifizierten mRNA wurde mit den PCR-Produkten eine
gelelektrophoretische Auftrennung zusammen mit einem entsprechenden DNA-GréRen-
marker durchgefiihrt. Dazu wurde ein 2 %iges ethidiumbromidgefarbtes Agarosegel (E-Gel®,
Fa. Invitrogen) in eine Laufkammer eingespannt. Die jeweiligen Gel-Taschen wurden mit
10 pl PCR-Produkt plus 3 pl Loading Dye (ABgene®, Advanced Biotechnologies, Hamburg)
beladen. Zusatzlich wurde entsprechend der zu erwartenden AmplifikatgroRe als
GroRRenmarker 3 pl einer 100 bp-Leiter (Fa. ABgene®, Advanced Biotechnologies, Hamburg)
aufgetragen. Danach erfolgte die Visualisierung des Gels mittels Durchlicht bei 304 nm auf
einem UV-Transluminator (AlphaDigiDoc RT, Fa. Biozym Diagnostic GmbH). Die photo-
graphische Dokumentation der Ergebnisse erfolgte mit einer Digitalkamera (C 5060 Wide
Zoom, Fa. Olympus Europa GmbH).

3.3.4.4 Sequenzierung der aufgereinigten cDNA

Nachdem die gelelektrophoretische Trennung der PCR-Produkte DNA-Banden ent-
sprechender Grol3e ergab, wurden nach der Aufreinigung mit dem NucleoSpin® Extract II-Kit
(Fa. Machery- Nagel GmbH & Co. KG, Diiren) gemafld den Angaben des Herstellers, ca.
125 ng DNA entnommen und zur Sequenzierung versendet (Sequence Laboratories GmbH,

Gottingen).

Die Sequenzierungsergebnisse wurden mittels Align-Funktion der Gendatenbank
(GenBank®: www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) mit bereits verdffentlichten kaninen Growth-
Hormon-Sequenzen (GenBank® Acc.-No. NM 001003168.1) verglichen.

Die Sequenzanalyse wurde mit Hilfe der Software MacVector, MacVector-Inc. North Carolina
(USA) durchgefuihrt (Rastogi P.A., 1999). Das Programm beinhaltet auch die ClustalW-
Methode zum multiplen Sequenzvergleich (Thompson et al., 1994) und ermdglicht die
Konstruktion eines phylogenetischen Baumes aus den AS-Sequenzen der verschiedenen
GH-Proteine (Saitou and Nei, 1987).
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4 Ergebnisse

Die fotografische Dokumentation der Histologie sowie der Immunhistologie findet sich im
Abschnitt 9.7 , Lichtmikroskopische Abbildungen (Histologie/lmmunhistologie)*.

4.1 Histologie (HE-Farbung) der Mamma

In den angefertigten HE-Féarbungen ist eine deutliche dosisabhéngige Differenzierung der
alveolaren und duktalen Strukturen zu erkennen. Insgesamt ist die Proliferation der o.g.
Strukturen bei den einzelnen Hunden in den Gruppen aller drei Studien unterschiedlich stark
ausgepragt. Generell jedoch ist die behandlungsabhdngige Entwicklung von der rudi-
mentdren Mamma bis hin zu differenziertem Milchdriisengewebe mit der der zyklischen

Veranderung der Mamma der Hiundin vergleichbar:

In den Kontrolltieren ist eine typisch mannliche Mamma mit weit verteilten herdférmigen
Ansammlungen kleiner epithelartiger Zellen zu erkennen. In der niedrigen Dosisgruppe
beginnen sich im Zitzenbereich andeutungsweise Alveolen zu bilden. Im weiteren Verlauf ist
die Entwicklung der Drisenstrukturen nicht nur auf den Bereich der Zitze beschrankt,
sondern reicht bis in die Subcutis. Die Génge stellen sich starker differenziert dar und sind
von einem ein- bis zweischichtigem Epithel ausgekleidet. Das Stroma zeigt einen verstarkten
Zellgehalt und das Bindegewebe ist 6dematos. Teilweise sind auch Ausknospungen, die von
den Gangsystemen ausgehen, zu erkennen. Sie werden auch als "Terminal End Buds*®
("budding struktures®) bezeichnet und sind als Vorlaufer der Alveolen zu verstehen. In der
hdchsten Dosisgruppe sind die Aveolen und das Gangsystem voll entwickelt und die Lumina
sind z.T. mit eosinophilem Sekret gefillt. Die interalveolaren Ductuli sind z.T dilatiert und

enthalten ebenfalls eosinophiles Sekret.
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4.1.1 4 Wochen Behandlung MENT (16 Beagle-Ruden)

4.1.1.1 Vehikelgruppe

Bei den unbehandelten Hunden sind rudimentare, weit verteilte herdférmige Ansammlungen
kleiner epithelartiger Zellen zu erkennen, die dem typischen Bild einer mannlichen Mamma

entsprechen.

Tabelle 4.1.1.1: 1: individuelle mikroskopische Befunde

Tiernummer 1 2 3 4
rudimentare X X X X
Mamma
entwickelte - - - -
Mamma

x = vorhanden; - = nicht vorhanden

4.1.1.2 Niedrige Dosisgruppe

Zu sehen ist eine beginnende Entwicklung der Milchdriisen im Zitzenbereich, die bei einigen
Hunden starker ausgebildet ist als bei anderen in der gleichen Gruppe. Sie wird durch eine
leichte Zunahme der Zellzahl der Alveolarepithelien, sowie durch Bildung erster

Gangstrukturen charakterisiert.

Tabelle 4.1.1.2: 1: individuelle mikroskopische Befunde

Tiernummer 5 6 7 8

rudimentare - - - -
Mamma

entwickelte + + FH++
Mamma

- = keine; + = wenig; ++ = leicht; ++++ = deutlich
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4.1.1.3 Mittlere Dosisgruppe

In der mittleren Dosisgruppe setzt sich die Entwicklung der Mamma im Zitzenbereich fort.
Auch hier ist keine einheitliche Entwicklung der Drisenstrukturen vorhanden. Die Zellzahl der
Alveolarepithelien, sowie die Bildung der Gangstrukturen nehmen zu. Vereinzelt finden sich

alveolare und duktale Strukturen auch unterhalb der Basis der Zitze.

Tabelle 4.1.1.3: 1: individuelle mikroskopische Befunde

Tiernummer 9 10 11 12

rudimentéare - - - -
Mamma

entwickelte +++4+ 4+
Mamma

- = keine; ++ = leicht; ++++ = deutlich

4.1.1.4 Ho6chste Dosisgruppe

In der héchsten Dosisgruppe nimmt die Zellzahl der alveoldren und duktalen Strukturen zu;
insgesamt ist das Drlsengewebe gut differenziert und zum Teil ist eine maRige bis starke
Sekretbildung (eosinophil) vorhanden. Die Entwicklung der Driisenstrukturen ist nicht mehr

nur auf die Region an der Zitze beschrankt, sondern sie reicht bis in die Subcultis.

Tabelle 4.1.1.4: 1: individuelle mikroskopische Befunde

Tiernummer 13 14 15 16
rudimentére - - -
Mamma

entwickelte ++++ -+
Mamma

- = nicht vorhanden; +++ = moderat, ++++ = deutlich;



Ergebnisse 47

4.1.2 4 Wochen Behandlung Backup (16 Beagle-Ruden)

4.1.2.1 Vehikelgruppe

Bei den unbehandelten Hunden sind rudimentare, weit verteilte herdférmige Ansammlungen
kleiner epithelartiger Zellen zu erkennen, die dem typischen Bild einer mannlichen Mamma

entsprechen.

Tabelle 4.1.2.1: 1: individuelle mikroskopische Befunde

Tiernummer 1 2 3 4
Rudimentéare X - X X
Mamma
entwickelte - - - -
Mamma

x = vorhanden; - = nicht vorhanden

4.1.2.2 Niedrige Dosisgruppe

Bei den Hunden der niedrigen Dosisgruppe ist eine beginnende Entwicklung der Milchdriisen
im Zitzenbereich zu sehen. Sie wird durch eine leichte Zunahme der Zellzahl der

Alveolarepithelien charakterisiert.

Tabelle 4.1.2.2: 1 individuelle mikroskopische Befunde

Tiernummer 5 6 7 8
rudimentére - X - X
Mamma
entwickelte + - + -
Mamma

X = vorhanden; - = nicht vorhanden; + = wenig
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4.1.2.3 Mittlere Dosisgruppe

In der mittleren Dosisgruppe ist eine beginnende Mammae-Entwicklung im Zitzenbereich zu
sehen, die bei einigen Hunden starker ausgebildet ist als bei anderen. Sie wird durch eine
leichte Zunahme der Zellzahl der Alveolarepithelien, sowie durch Bildung erster
Gangstrukturen charakterisiert. Vereinzelt finden sich alveolare und duktale Strukturen auch

unterhalb der Basis der Zitze.

Tabelle 4.1.2.3: 1: individuelle mikroskopische Befunde

Tiernummer 9 10 11 12
rudimentére - X - -
Mamma

entwickelte ++ - ++ ++
Mamma

x = vorhanden; - = nicht vorhanden; + = wenig;
++ = leicht

4.1.2.4 Ho6chste Dosisgruppe

In der héchsten Dosisgruppe nimmt die Zellzahl der alveoldren und duktalen Strukturen zu;
insgesamt ist das Driisengewebe gut differenziert. Die Alveolen sind komplett entwickelt und
enthalten z.T. flussigkeitsgefullte Lumina. Das Epithel erscheint einschichtig prismatisch. Die
interalveolaren Ductuli sind z.T dilatiert und enthalten ebenfalls Sekret. Das Gangepithel ist
mehrschichtig. Die Entwicklung der Driisenstrukturen ist nicht mehr nur auf die Region an der

Zitze beschrankt, sondern sie reicht bis in die Subcutis.

Tabelle 4.1.2.4: 1: individuelle mikroskopische Befunde

Tiernummer 13 14 15 16
rudimentére - - - -
Mamma

entwickelte +++ At A
Mamma

- = nicht vorhanden; +++ = moderat, ++++ = deutlich;

+++++ = ausgepragt
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4.1.3 39 Wochen Behandlung Backup (32 Beagle-Ruden)

4.1.3.1 Vehikelgruppe

Bei den unbehandelten Hunden sind rudimentare, weit verteilte herdférmige Ansammlungen
kleiner epithelartiger Zellen zu erkennen, die dem typischen Bild einer mannlichen Mamma

entsprechen.

Tabelle 4.1.3.1: 1: individuelle mikroskopische Befunde

Tiernummer 1 2 3 4 5 6 7 8

rudimentare X X X X X X X X
Mamma

entwickelte - - - - - - - -
Mamma

x = vorhanden; - = nicht vorhanden

4.1.3.2 Niedrige Dosisgruppe

Bei den Hunden der niedrigen Dosisgruppe ist eine beginnende Entwicklung der Milchdriisen
im Zitzenbereich zu sehen. Sie ist durch eine leichte Zunahme der Zellzahl der

Alveolarepithelien charakterisiert.

Tabelle 4.1.3.2: 1: individuelle mikroskopische Befunde

Tiernummer 9 10 11 12 13 14 15 16

rudimentare - - X X - - - R
Mamma

entwickelte + 4+ - - + + - +
Mamma

X = vorhanden; - = nicht vorhanden; + = wenig
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4.1.3.3 Mittlere Dosisgruppe

In der mittleren Dosisgruppe ist eine beginnende Mamma-Entwicklung im Zitzenbereich zu
sehen, die bei einigen Hunden starker ausgebildet ist als bei anderen. Sie wird durch eine
leichte Zunahme der Zellzahl der Alveolarepithelien, sowie durch Bildung erster
Gangstrukturen charakterisiert. Vereinzelt finden sich alveodre und duktale Strukturen auch

unterhalb der Basis der Zitze.

Tabelle 4.1.3.3: 1: individuelle mikroskopische Befunde

Tiernummer 17 18 19 20 21 22 23 24

rudimentare - - - - - - - R
Mamma

entwickelte +++  +H+ H+ + A 4+
Mamma

- = nicht vorhanden; + = wenig; ++ = leicht; +++ = moderat

4.1.3.4 Ho6chste Dosisgruppe

In der héchsten Dosisgruppe nimmt die Zellzahl der alveoldren und duktalen Strukturen zu;
insgesamt ist das Driisengewebe gut differenziert. Die Alveolen sind komplett entwickelt und
enthalten z.T. flissigkeitsgefiillte Lumina. Das Epithel erscheint einschichtig prismatisch. Die
interalveolaren Ductuli sind z.T dilatiert und enthalten ebenfalls Sekret. Das Gangepithel ist
mehrschichtig. Die Entwicklung der Driisenstrukturen ist nicht mehr nur auf die Region an der
Zitze beschrankt, sondern sie reicht bis in die Subcutis.

Tabelle 4.1.3.4: 1: individuelle mikroskopische Befunde

Tiernummer 25 26 27 28 29 30 31 32

rudimentéare - - - - - - - R
Mamma

entwickelte  ++++ +++++  +++++ FHH+ HHHE HHHE .

Mamma

- = nicht vorhanden; +++ = moderat, ++++ = deutlich; +++++ = ausgepragt
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4.2 Immunhistologie

Die Auswertung der immunhistologischen Praparate erfolgt nach dem in 3.2.4 beschriebenen
semiguantitativen Verfahren. Aufgrund der Hitzevorbehandlung ist bei einzelnen
Gewebeschnitten die Morphologie derart in Mitleidenschaft gezogen worden, dass sie nicht

mit in die Auswertung einbezogen werden konnten.

Die untersuchten Antikorper gegen Aromatase, Growth-Hormon, sowie gegen den
Androgen-, Progesteron-, Estrogen- und GH-Rezeptor sind in den entsprechenden Kontroll-

geweben (siehe 3.2.3) positiv.
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4.2.1 Androgenrezeptor (AR)

Positive Reaktionen sind durch einen maRig (Grad 2) bis stark (Grad 3) granulierten
Niederschlag des DAB in den Zellkernen des Alveolar- und Gangepithels nachweisbar.
Gelegentlich erstreckt sich der Niederschlag nur auf einen Teil des Kernes. Bei einigen
Praparaten ist auBerdem eine schwache diffuse Farbung des Zytoplasmas zu finden. MaRige
(Grad 2) bis starke (Grad 3) intranukledre Farbungen sind in den Haarfollikeln, sowie den

Talg- und Schweil3driisen und in der Epidermis zu sehen.

Tabelle 4.2.1: 1: Zusammenfassung der Farbeintensitat (Sl= Staining Intensity) und der
positiven Zellen (pZ) beim Androgenrezeptorantikdrper

Gruppe Anzahl ausgewertete SIg pZ IRS
Tiere Gewebeschnitte

4 Wo, MENT 4

Vehikelgruppe 3 2 1,3 2,6

Niedrige 4 2,8 2,8 5,6

Dosisgruppe

Mittlere 4 3 2,8 8,4

Dosisgruppe

Hochste 3 2.6 2,8 7,3

Dosisgruppe

4 Wo, Backup 4

Vehikelgruppe 3 3 3 9

N|eQr|ge 4 3 3 9

Dosisgruppe

Mittlere 4 2,8 2,3 6,4

Dosisgruppe

Hochste 4 2,3 3 6,9

Dosisgruppe

39 Wo,Backup 8

Vehikelgruppe 8 2,9 2,5 7,3

Niedrige 8 2,8 2,6 7.3

Dosisgruppe

Mittlere 8 3 3,6 10,8

Dosisgruppe

Hochste ) 2,9 3,5 10,2

Dosisgruppe

Sl (Staining Intensity)= Farbeintensitét: 0= keine; 1= schwach; 2= méaRig, 3= stark, 4= sehr stark
pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

IRS (immunreaktiver Score)= Sl x pZ



Ergebnisse

53

4.2.2 Progesteronrezeptor (PR)

Positive Reaktionen im Milchdrisengewebe waren durch einen maRig (Grad 2) bis sehr

starken (Grad 4) granulierten Niederschlag des DAB in den Zellkernen der Gangepithelien,

sowie in den ,budding structures* nachzuweisen. Das Alveolarepithel ist wenig (Grad 1) bis

mafig (Grad 2) positiv. Das Myoepithel ist negativ. Die Intensitat der Braunfarbung und die

Anzahl positiver Zellen hat von der niedrigen zur héchsten Dosisgruppe zugenommen. Bei

einigen Praparaten war auch eine schwache diffuse Farbung des Zytoplasmas zu sehen.

Tabelle 4.2.2: 1: Zusammenfassung der Verteilung der Sl und pZ beim Progesteronrezeptoranti-

korper

Gruppe Anzahl ausgewertete SIg pZ 3 IRS
Tiere Gewebeschnitte

4 Wo, MENT 4

Vehikelgruppe 3 3,3 3 10

N|eQr|ge 4 3,3 3,8 12,5

Dosisgruppe

Mittlere 4 4 3,5 14

Dosisgruppe

Hochste 4 4 4 16

Dosisgruppe

4 Wo, Backup 4

Vehikelgruppe 3 3 3,7 11

Niedrige 4 3 4 12

Dosisgruppe

M|tt|§re 3 3 4 12

Dosisgruppe

Hochste 4 4 3,8 15

Dosisgruppe

39 Wo,Backup 8

Vehikelgruppe 8 2,1 2,6 55

Niedrige 8 2,5 2,6 6,5

Dosisgruppe

Mittlere 8 2,9 3 8,7

Dosisgruppe

Hochste 7 3,9 3,7 14,4

Dosisgruppe

S| (Staining Intensity)= Farbeintensitat: 0= keine; 1= schwach; 2= maRig, 3= stark, 4= sehr stark
pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

IRS (immunreaktiver Score)= Sl x pZ
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4.2.3 Estrogenrezeptor (ER)

Positive Reaktionen sind durch einen maRig (Grad 2) bis sehr starken (Grad 4) granulierten
Niederschlag des DAB in den Zellkernen des Alveolarepithels nachzuweisen. Der braune
Niederschlag nimmt in der Farbeintensitat dosisabhangig ab. In der hochsten Dosisgruppe
finden sich sehr stark (Grad 4) positiv gefarbte Zellkerne im Alveolarepithel, wohingegen in
den Gangepithelien schwache bzw. keine positive Farbungen der Kerne zu sehen sind.
Vereinzelt ist auch im Epithel der Haut (stratum papillare) und in einigen Haarfollikeln ein

starker (Grad 3) DAB Niederschlag im Zellkern zu erkennen. Das Stroma ist negativ.

Tabelle 4.2.3: 1: Zusammenfassung der Verteilung der Sl und pZ beim Estrogenrezeptor-
antikérper

Gruppe Anzahl ausgewertete SIg pZ IRS
Tiere Gewebeschnitte

4 Wo, MENT 4

Vehikelgruppe 1 0 0 0

Niedrige 3 1,7 1,4 2.4

Dosisgruppe

Mittlere 4 0,8 05 0,4

Dosisgruppe

Hochste 4 0,5 05 0,25

Dosisgruppe

4 Wo, Backup 4

Vehikelgruppe 3 2,3 2,7 6,2

Niedrige 4 15 15 23

Dosisgruppe

Mlttl_ere 3 > 2 4

Dosisgruppe

Hochste 3 3 2,3 6,9

Dosisgruppe

39 Wo,Backup 8

Vehikelgruppe 7 3 2,9 8,7

Niedrige 8 2,5 2,5 6,3

Dosisgruppe

Mittlere 8 2,1 2,6 5,5

Dosisgruppe

Hochste 8 2,3 2,1 4,8

Dosisgruppe

Sl (Staining Intensity)= Farbeintensitét: 0= keine; 1= schwach; 2= méaRig, 3= stark, 4= sehr stark
pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

IRS (immunreaktiver Score)= Sl x pZ
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4.2.4 Growth-Hormonrezeptor (GHR)

Eine positive Reaktion im Zytoplasma ist sowohl im Alveolar-, Gang- und Myoepitheli zu
sehen. Die Farbeintensitat nimmt dosisabhangig stark zu. Das Stroma ist negativ. Sowohl

Epithelgewebe der Haut als auch Haarfollikel sind immunpositiv.

Tabelle 4.2.4: 1: Zusammenfassung der Verteilung der Sl und pZ beim Growth-Hormon-
Rezeptorantikdrper

Gruppe Anzahl ausgewertete SIg pZJd IRS
Tiere Gewebeschnitte

4 Wo, MENT 4

Vehikelgruppe 2 1,25 2 2,5

Niedrige 4 2,5 2,75 6,87

Dosisgruppe

Mittlere 4 3,25 3 9,75

Dosisgruppe

Hochste 4 3,25 3,75 12,18

Dosisgruppe

4 Wo, Backup 4

Vehikelgruppe 3 3 3 9

N|ed_r|ge 4 3 3,5 10,5

Dosisgruppe

Mittlere 3 2,6 4 10,4

Dosisgruppe

Hochste 4 3 3,75 11,25

Dosisgruppe

39 Wo,Backup 8

Vehikelgruppe 7 2,28 2,71 4,99

Niedrige 7 2,85 3,28 9,34

Dosisgruppe

Mlttl_ere 8 3 4 12

Dosisgruppe

Hochste 8 3,25 3,88 12,61

Dosisgruppe

S| (Staining Intensity)= Farbeintensitat: 0= keine; 1= schwach; 2= maRig, 3= stark, 4= sehr stark
pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

IRS (immunreaktiver Score)= Sl x pZ
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4.2.5 Growth-Hormon (GH)

Ein brauner Niederschlag des DAB ist im Zytoplasma des Aleveolar-, Gang- und Myoepithels

zu sehen. Die Intensitat nimmt dosisabhéngig zu. Das Stroma ist negativ.

Tabelle 4.2.5: 1: Zusammenfassung der Verteilung der Sl und pZ beim Growth-Hormon-
antikérper

Gruppe Anzahl ausgewertete SIg pZ 3 IRS
Tiere Gewebeschnitte

4 Wo, MENT 4

Vehikelgruppe 1 0 0 0

Niedrige 4 2,25 3,25 7,31

Dosisgruppe

M|tt|§re 4 2,75 4 11

Dosisgruppe

Hochste 4 2,5 3 7,5

Dosisgruppe

4 Wo, Backup 4

Vehikelgruppe 4 2,75 2,75 7,56

N|ed_r|ge 3 1,3 2,6 3,38

Dosisgruppe

Mlttl_ere 3 3 3,6 10,9

Dosisgruppe

Hochste 4 3,5 3,75 13,12

Dosisgruppe

39 Wo,Backup 8

Vehikelgruppe 7 2,16 2,5 54

Nmo}nge 7 2,57 3 7,71

Dosisgruppe

Mittlere 7 2,43 3,29 7,99

Dosisgruppe

Hochste 8 2,75 3,88 10,76

Dosisgruppe

S| (Staining Intensity)= Farbeintensitat: 0= keine; 1= schwach; 2= maRig, 3= stark, 4= sehr stark
pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

IRS (immunreaktiver Score)= Sl x pZ
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4.2.6 Aromatase

Die Immunreaktion beim Aromatasenachweis ist Uberwiegend negativ. Jedoch ist eine
schwach positive (Grad 1) Farbung des Zytoplasmas der Alveolar- und vereinzelt auch der
Gangepithelien zu erkennen. Die Immunreaktivitat ist in der ersten Studie deutlicher als bei

den anderen zwei Studien.

Tabelle 4.2.6: 1: Zusammenfassung der Verteilung der Sl und pZ beim Aromataseantikdrper

Gruppe Anzahl ausgewertete SIg pZ 3 IRS
Tiere Gewebeschnitte

4 Wo, MENT 4

Vehikelgruppe 2 1,3 2,5 3,25

Niedrige 4 1 2,5 2,5

Dosisgruppe

M|tt|§re 4 15 4 6

Dosisgruppe

Hochste 4 1,75 4 7

Dosisgruppe

4 Wo, Backup 4

Vehikelgruppe 4 0 0 0

N|ed_r|ge 4 0 0 0

Dosisgruppe

Mittlere 4 0,25 0,25 0,5

Dosisgruppe

Hochste 4 05 05 1

Dosisgruppe

39 Wo,Backup 8

Vehikelgruppe 8 0 0 0

N|ed_r|ge 8 0 0 0

Dosisgruppe

Mittlere 8 0,25 0,25 0,5

Dosisgruppe

Hachste 8 0,25 0,25 0,5

Dosisgruppe

S| (Staining Intensity)= Farbeintensitat: 0= keine; 1= schwach; 2= maRig, 3= stark, 4= sehr stark
pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

IRS (immunreaktiver Score)= Sl x pZ
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4.2.7 Growth-Hormon RNA-Nachweis in der Hypophyse und im

Milchdrisengewebe

Von den behandelten Hunden (hdchste Dosis) wurden Proben der Hypophyse und der
Mamma auf das Vorhandensein von Growth-Hormon-RNA mittels der RT-PCR unter
Verwendung von in Tabelle 3.3.4.1: 1 dargestellten spezifischen Primern untersucht. Sowohl
in der Hypophyse als auch in der Milchdrise konnte Growth-Hormon-RNA nachgewiesen
werden. Zellspezifische cDNA fir das Housekeeping Gene GAPDH konnte ebenfalls mit den

eingesetzten Primern in der Hypophyse und in der Mamma nachgewiesen werden.

Abb. 4.7.2: 1: 2 %iges ethidiumbromidgefarbtes Agarosegel

Bande 3 = 228 bp GAPDH (Hypophyse), Bande 4 = 309 bp GH (Hypophyse),
Bande 5 = PCR-Ansatz ohne cDNA, Bande 6 = 100bp Leiter, Bande 7 = PCR-Ansatz ohne cDNA,
Bande 8 = 309 bp GH (Mamma), Bande 9 = 228 bp GAPDH (Mamma)
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4.2.8 Sequenzanalyse

4.2.8.1 Auswertung der Sequenzdaten

Die Uberprifung und Korrektur der Sequenzen wurde mit Hilfe des Programms Sequence

Navigator durchgefuihrt. Jede automatisch gelesene Base wurde auf ihre Richtigkeit

Uberprift. Mit dem Programm MacVector wurden mehrere Sequenzen gleichzeitig mit einer

bestimmten Nukleotid- oder Aminoséure-Referenz-Sequenz verglichen (aligned). Damit

wurden Basen- und Aminosaurenaustausche identifiziert.

Nach Sequenzierung der 309 bp-Banden und anschlieBendem Blast® (NCBI,

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) ergab sich folgendes:

Tabelle 4.2.8.1: 1: BLAST-Auswertung

Max. Total Query E- Max.
Referenz Acc.-No. Beschreibung Score Score | coverage Value ident
[bits] [bits] [%] [%0]

gb|AF069071.1]AF069071

NM 001003168.1 Canis lupus familiaris growth 510 510 99 le-142 98
hormone (GH), mRNA
Felis catus growth hormone

NM 001009337.1 (GH), MRNA 422 422 99 6e-116 93
gh|U02929.1]

NM 001081948.1 Equus caballus growth 390 390 94 2e-106 92
hormone (GH), mRNA
gh|U19787.1|SSU19787

NM 213869.1 Sus scrofa growth hormone 377 377 99 le-102 90
(GH), mRNA
Bos taurus growth hormone

NM 180996.1 (GH), MRNA 346 346 94 4e-93 89
gb|BC061157.1|

NM 008117.2 Mus musculus growth 329 329 93 4e-88 88
hormone (Gh), mRNA
gb|U62779.1|RNU62779

NM 001034848.1 Rattus norvegicus growth 291 291 93 2e-76 85

hormone 1 (Ghl), mRNA

Referenz Acc.-No. = GenBank® Accession-Nummer der Referenzsequenz Score (bits) = Trefferhaufigkeit;

E-Value beschreibt die Wahrscheinlichkeit der Ubereinstimmung der gesuchten Sequenzen. Je kleiner der Wert,
desto genauer das Ergebnis.
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Der Sequenzvergleich der GH-mRNA verschiedener Saugetierspezies mit der des Menschen

ergab folgende Ubereinstimmung (Tabelle 4.2.8.1: 2):

Tabelle 4.2.8.1: 2: Prozentuale Ubereinstimmung der GH-mRNA verschiedener Spezies.

ClustalW multiple sequence alighment

Homo Sus Rattus Mus Bos Felis Equus Canis
sapiens | scrofa | norvegicus | musculus | taurus | catus | caballus lupus
Homo 100,0 69,7 64,8 63,5 751 | 727 70,6 75,6
sapiens
Sus scrofa 69,7 100,0 66,7 67,0 79,1 77,9 78,0 80,8
Rattus. 64,8 66,7 100,0 72,2 718 | 758 | 697 72,7
norvegicus
Mus
63,5 67,0 72,2 100,0 68,8 67,4 68,3 69,6
musculus
Bos taurus 75,1 79,1 71,8 68,8 100,0 80,5 79,3 83,6
Felis catus 72,7 77,9 75,8 67,4 80,5 100,0 78,9 87,7
Equus 70,6 78,0 69,7 68,3 793 | 789 | 1000 82,9
caballus
Canis lupus 75,6 80,8 72,7 69,6 83,6 87,7 82,9 100,0
0.096
Homo
0.038
0.089 Mus
— rattus
0.043 .
felis
0.047 -
Canis
0.048
Sus
0.035
equus
0.078
Bos
Q.02
—

Abbildung 4.2.8.1: 1. Evolotionare Distanz der GH-Sequenzen verschiedener Spezies

p-Wert: Durchschnittliche Anderung einer Basen-Position; p= 0,02 bedeutet, dass von 100 bp sich 2 bp
unterscheiden
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5 Diskussion

5.1 Versuchsaufbau

Die Gynakomastie beim Ruden ist bisher nur als klinisches Symptom einer zugrundliegenden

Primarerkrankung meist beim Sertolizelltumor beschrieben worden.

Mit Hilfe der Immunhistochemie sowie molekularbiologischen Untersuchungen war es Ziel
vorliegender Arbeit, Informationen Uber den zugrunde liegenden Mechanismus der mit
steroidalem Androgen dermal behandelten Riden zu erhalten. Dabei wurde folgende

Arbeitshypothese mit in die Untersuchungen einbezogen:

die Proliferation der Mamma beim Riden sei mdglicherweise durch Growth-Hormon, sowie
durch die Aktivierung des Progesteronrezeptors hervorgerufen. Zusatzlich wurde in den
Umfang der immunhistochemischen Nachweise der beim Mann bekannte Mechanismus der
Gynakomastie miteinbezogen: die Gyndkomastie beim Mann beruht auf einer Veranderung
im  Androgen- und Estrogenhaushalt, hervorgerufen wu.a. durch eine erhohte
Aromataseaktivitat.

Hinreichende Angaben uber den Mechanismus der Gyndkomastie beim Ruden konnten bis
zum Zeitpunkt der Fertigstellung der Arbeit in der Literatur nicht gefunden werden.

5.2 Methode

Die Darstellung der Steroidhormonrezeptoren (ER, PR, AR), des Growth-Hormons, dessen
Rezeptors sowie des Enzyms Aromatase erfolgte mittels immunhistochemischer
Nachweisverfahren. Der Vorteil dieser Methode ist die genaue Identifizierung und
Lokalisation der antigenexprimierenden Zellen. Aufgrund der Tatsache, dass nur die Zellen
identifiziert werden, die die gesuchte Struktur ((Steroid-)Rezeptor, Hormon, Enzym)
exprimieren und deshalb keine Aussage Uber die Konzentration in der Zelle gemacht werden

kann, wurde die Auswertung semiquantitativ durchgefinhrt.

Bei der Durchfiihrung des immunhistochemischen Nachweises wurden stets Kontrollschnitte
mitgefiihrt. Dabei wurde der Priméarantikdrper durch ein nichtimmunogenes Serum der
gleichen Spezies, aus der der Priméarantikdrper stammt, ersetzt, um falsch positive oder
falsch negative Ergebnisse ausschlie3en zu kdnnen (Walter, 1998). Auf3erdem wurde als
Positivkontrolle in jedem Test ein Gewebeschnitt mitgefiihrt (3.2.3), der mit der zu
untersuchenden Probe in gleicher Weise vorbehandelt wurde und das jeweils

nachzuweisende Antigen exprimiert.
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Prinzipiell gilt fur die Immunhistochemie, dass die Formalinfixierung zu Qualitatsver-
schlechterung der Antigenstruktur fiihrt. Dies kann auch an der zeitlichen Einwirkung des
Fixans liegen: Je langer die Fixationszeit (>24h), desto schlechter die Immunreaktivitat, da
sich Methylenbriicken bilden und die Antigenstrukturen maskieren (Leong and Gilham, 1989).
Da dieser Vorgang teilweise reversibel ist, wurde ein Antigen-Retrieval mittels einer
Hitzebehandlung (Dampfgarer) zur Demaskierung der Antigenstruktur durchgefiihrt. Die
Morphologie der Milchdrisenschnitte wurde dabei ganz respektive teilweise zerstoért, in

folgedessen war eine Auswertung einzelner Schnitte nicht mehr méglich.

5.3 Histologie/Immunhistochemie

Bei der HE-Farbung zeigten die behandelten Riden dosisabhangig eine Zunahme der
Mammaentwicklung. Bei der héchsten Dosisgruppe waren die Driisenstrukturen am starksten
entwickelt und zeigten teilweise eine starke Sekretbildung sowie gut differenzierte alveoléare
und ductale Strukturen, die histologisch dem Milchdriisengewebe einer Hindin im Estrus

respektive im friilhen Metestrus entsprechen.

Eine positive kernstandige Immunreaktion im Alveolar-, Gang- und Myoepithel war beim
Androgen-, Estrogen und Progesteronrezeptor zu sehen. Dabei nahm die Farbereaktion und
die Anzahl der Immunpositiven Zellen beim Androgen- und Progesteronrezeptor dosis-
abhangig zu. Beim Estrogenrezeptor verhielt es sich gerade umgekehrt. Neben dem
nuklearen Signal war der Androgen- und in einigen Féllen auch der Progesteronrezeptor bei
allen Gewebeschnitten zusatzlich auch im Zytoplasma der Alveolar- und Gangepithelien
nachzuweisen. Der Estrogenrezeptor hingegen stellt sich bei den hier vorliegenden
Untersuchungen ausschlief3lich im Kern der Milchdriisenepithelien immunhistochemisch dar.
Die unterschiedliche immunhistochemische Darstellung der Steroidhormonrezeptoren lasst
sich mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen (Kawata et al., 2001) erklaren, in denen
beschrieben wird, dass Steroidhormonrezeptoren, wenn an lhren Liganden gebunden,
prinzipiell kernstandig sind. Im ungebundenen Zustand unterscheiden sie sich hinsichtlich der
intrazellularen Verteilung, die als eine dynamische Situation dargestellt wird. Der freie
(ungebundene) Androgenrezeptor ist im Zytoplasma der Zelle lokalisiert und in Anwesenheit
des Liganden (Testosteron, Dihydrotestosteron oder synthetisches Androgen) kernstandig.
Die Translokation des Androgenrezeptors zum Kern ist hormon- und konzentrations-

abhangig.

Im Gegensatz dazu ist der freie und besetzte Estrogen- und Progesteron-Rezeptor vor-
wiegend nuklear lokalisiert (Kumar et al., 2006) und nur in Falle des Progesteronrezeptors
(Guiochon-Mantel et al., 1991;Guiochon-Mantel et al., 1996) in geringen Mengen im

Zytoplasma der Zelle vorhanden.
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Auch in der Epidermis, den Haarfollikeln (auf3ere Wurzelscheide, Haarbalgmuskel (Musculus
arrector pili)), den Talgdrisen, sowie dem Papillarkdrper zeigten sich beim Androgen- und
Estrogenrezeptorantikbrper deutlich positive Reaktionen, die mit bereits verdffentlichten
Ergebnissen Ubereinstimmen (Bratka-Robia et al., 2002). Das Vorkommen von Androgen-
und Estrogenrezeptoren in den o.g. Strukturen diente daher als (interne) Positivkontrolle im

Praparat selbst und bestatigt zudem die Spezifitat der gewahlten Antikorper.

Beim Progesteronrezeptornachweis nimmt die Intensitat des braunen Niederschlags in den
Zellkernen der ductalen Strukturen sowie den “budding structures® mit steigender
Proliferation des Mammagewebes zu, die mit den Ergebnissen durch die Untersuchungen an
der Milchdriise der Hundin bestatigt werden (Lantinga-van Leeuwen et al., 2000). Folglich
besitzt die Dosiszunahme einen unmittelbaren Effekt auf die Regulation des Progesteron-
rezeptors. Zudem konnte immunhistochemisch gezeigt werden, dass das Alveolar- und
Gangepithel GH-positiv ist. Allerdings zeigte der direkte Vergleich dieser Gewebeschnitte, mit
denen in den der Progesteronrezeptor nachgewiesen wurde, dass alle GH-positiven Zellen
positiv fir den Progesteronrezeptor waren, umgekehrt waren aber nicht alle Progesteron-

rezeptorpositiven Zellen auch positiv fir GH.

Ein “Progesteron/Glukocorticoid-response-element” (PRE/GRE) ist im GH-Gen nachge-
wiesen und kann durch das Anlagern des Progesteronrezeptorkomplexes aktiviert werden.
Das bedeutet, dass der Progesteronrezeptor unmittelbar einen stimulatorischen Effekt auf die
mammare GH-Ausschittung Uber die direkte Aktivierung des GH-Gen-Promotors ausuibt

(Lantinga-van Leeuwen et al., 2002).

Der Growth-Hormonrezeptor konnte immunhistochemisch sowohl im Alveolar-, Gang- sowie
dem Myoepithel nachgewiesen werden. Neben dem zytoplasmatischen Signal war auch eine
positive Immunreaktion an der Membran der o0.g. Strukturen festzustellen. In der Membran ist
das GH-Binding-Protein lokalisiert, dass die gleiche Antigenstruktur besitzt wie der GH-
Rezeptor. Da der verwendete Antikorper genau an diese Antigenstruktur bindet, wird sowohl
der GH-Rezeptor als auch das GH-Binding-Protein (GHBP) nachgewiesen. Neben der
positiven Immunreaktion des GH-Rezeptors/GHBP an der Membran und im Zytoplasma war
zudem ein brauner Niederschlag im Zellkern festzustellen. Diese Beobachtung wurde ebenso
in zahlreichen Publikationen beschrieben (Lobie et al., 1990a; Lobie et al., 1992; Lobie et al.,
1990b; van Garderen et al., 1999; Mertani et al., 1995). Die nukleare Translokalisation des
GH-Rezeptors lasst vermuten, dass das GH neben der ligandenabhédngigen zyto-

plasmatischen Signalkette auch einen direkten Einflu3 auf den Zellkern ausiibt.

Lediglich der Aromatasenachweis zeigte bei allen Tieren aller Dosisgruppen schwach braun
gefarbte alveolare sowie ductale Epithelzellen; teilweise aber auch keine Immunreaktion. Die

negative Immunreaktion ist nicht auf eine ausbleibende Kreuzreaktivitat des humanen
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Antikorpers mit caninem Gewebe zuriickzufiihren, da bei den mitgefuhrten Positivkontrollen
eine spezifische Immunreaktion vorhanden war. Die Aromataseaktivitat wird offensichtlich
nicht durch die Verabreichung des Androgens verandert und lasst den Schlu® zu, dass das
hier dermal verabreichte Androgen, anders als Testosteron (Carreau et al., 2003), nicht dem

Aromatasekomplex zugéngig ist.

5.4 Mechanismus zur Mammaproliferation

Die immunhistochemische Detektion des Growth-Hormons im Milchdriisenepithel ergibt
einen Hinweis, dass es an der Proliferation beteiligt sein kann. Um die Frage zu beantworten,
ob es sich hier um hypophysares GH, dass uber das Blut zum Milchdriisenepithel gelangt,
handelt oder, wie schon fur die Hindin beschrieben (Mol et al.,, 1999), um eine
extrahypophyséare lokale Produktion von Growth-Hormon in der Mamma, konnte mit Hilfe der
Isolation von RNA aus der Mamma (RT-PCR) und anschlieRender Amplifizierung (PCR)
unter Verwendung spezifischer caniner Primer (3.3.4.1) geklart werden. Es zeigte sich, dass
im untersuchten Mammagewebe GH-RNA vorhanden ist. Zusétzlich konnte geklart werden,
dass das Growth-Hormon aus der Hypophyse identisch ist mit dem aus der Milchdrise.
Beide Isolate wurden sequenziert (4.2.8) und zeigen, dass es sich beim Growth-Hormon aus
der Hypophyse und der Milchdriise um das gleiche Transkript handelt. Dieses wurde bereits
bei der Hiindin und der Katze beschrieben (Mol et al., 1995).

Toxikologische Langzeitstudien an weiblichen Beagle Hunden mit Progestinen (synthetischen
Progesterone), die bei der hormonellen Verhiutung ("Pille*) eingesetzt wurden, haben gezeigt,
dass die behandelten Hindinnen Akromegalie entwickelten. Es konnte gezeigt werden, dass
Progestin eine GH-Ausschuttung induzierte, wodurch es zu den beschriebenen Ver-
anderungen gekommen ist (Concannon et al., 1980;Rijnberk and Mol, 1997). Offensichtlich
erhéhen Progestine auch das Risiko eines Mammatumors bei der Hindin (Rutteman, 1992).
Aber auch beim Menschen und der Katze wurde das onkogene Potential von Growth-

Hormon bei der Tumorbildung in der Mamma beschrieben (Perry et al., 2006).

Die Erkenntnis, dass endogenes und synthetisches Progesteron eine lokale mammére
Growth-Hormon-Ausschiittung induziert, fihrte zu der Hypothese, dass der proliferierende
und/oder tumorférdernde Effekt der Steroid-Hormone auf das Milchdrisenepithel Growth-
Hormon vermittelt ist (Mol et al., 1996;van Garderen et al., 1997;Mol et al., 2000). In einer
Studie fuhrte die Behandlung von weiblichen Beagle-Hunden mit Progestin zu einer erhéhten
Plasma-Growth-Hormon-Konzentration. Die Vermutung, dass GH in der Milchdrise
sezerniert wird, wurde durch die Entfernung der kompletten Mammaleiste gezeigt, da der

erhéhte GH-Plasmaspiegel anschliel}end wieder abfiel (Selman et al., 1994).



Diskussion 65

Vergleichbar zu dem in der Literatur beschriebenen Mechanismus zur Milchdrisen-
proliferation bei der Hiindin, die sowohl wahrend des Estrus als auch wie beschrieben durch
Gestagen induziert werden kann, liegt beim Riden offensichtlich der gleiche Mechanismus
zu Grunde. Bei dem hier eingesetzten Steroid-Hormon handelt es sich zwar um ein
synthetisches Androgen und nicht um ein synthetisches Progesteron (Gestagen), jedoch
macht es den Eindruck als wirde die Substanz bei diesem Tiermodell eine hohere Affinitat
zum Progesteronrezeptor als zum Androgenrezeptor besitzen. Entsprechend der in 2.4.2
beschriebenen Einteilung der Steroidhormonrezeptoren ist es durchaus vorstellbar, dass
MENT bzw. der Nachfolgekandidat anstelle des ihm zugehdrigen Rezeptors den
Progesteronrezeptor bevorzugt besetzt und aus diesem Grund zusatzlich eine gestagene

Eigenschaft besitzt (Gronemeyer, 1992).

Der in der Humanmedizin beschriebene Aromatase-Mechanismus bei der Gynakomastie
beim Mann konnte in der hier vorliegenden Arbeit fir den Hund nicht bestétigt werden.
Aromatase konnte zwar vereinzelt immunhistochemisch nachgewiesen werden, jedoch blieb
ein dosisabhangiger Anstieg der Aromataseexpression aus. Ebensowenig konnte eine
Aufregulierung des Estrogenrezeptors beobachtet werden. Wurde das hier eingesetze
synthetische Androgen (MENT, Nachfolgekandidat) tber die Aromatisierung zu einem
Estrogen uberfihrt, so hatte die Estrogenrezeptorexpression dosisabhangig zunehmen

mussen.

5.5 Schlussfolgerung

Aufgrund der vorliegenden und dargestellten Ergebnisse ist der Mechanismus der
Gynakomastie des RuUden mit der progesteronrezeptoraktivierten Growth-Hormon-
Ausschittung zu erklaren. Das lokal in der Milchdruse gebildete GH Ubt sowohl eine
autokrine als auch parakrine Wirkung auf das Milchdriisenepithel aus. Bei Anwendung des
Prufgegenstandes beim Mann ist dieser Mechanismus nicht tbertragbar, da die Entwicklung
der Milchdriise beim Mann Uber Estrogen respektive eine erhdhte Aktivitat der Aromatase
induziert wird. Somit ist der Mechanismus des Riden speziesspezifisch. Ob dieser
Mechanismus reversibel ist, wie es bei der Hindin beschrieben ist, wurde in vorliegender

Arbeit nicht untersucht.
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6 Zusammenfassung

Einleitung: Nachdem fertilen Beagle-Riiden taglich ein synthetisches Androgen dermal Uber
4 und 39 Wochen verabreicht wurde, entwickelten sie Veranderungen der Milchdrise im
Sinne einer Gyndkomastie. Da es in der Literatur keinen Hinweis auf einen moglichen
Mechanismus zur Entstehung der Gyndkomastie beim Riden gibt, war es Ziel der
vorliegenden Arbeit, die Umstande zu klaren, die zu der Veranderung der Mamma fuhrten.
Dabei wurden die Ursachen der Gynakomastie beim Mann (z.B. erhdhte Aromatase-
aktivitat) ebenso wie die bereits bekannten und beschriebenen Mechanismen bei der Hindin
(progesteronrezeptorvermittelt) mit in die Arbeitshypothese aufgenommen.

Material und Methoden: Die Untersuchungen erfolgten mit Hilfe immunhistochemischer und

molekularbiologischer Methoden. Formalinfixiertes Milchdriisenepithel von 64 mannlichen
Beagle Hunden wurde auf die mogliche Beteiligung von Growth-Hormon (GH), des Enzyms
Aromatase sowie die Expression des Androgen-, Estrogen-, Progesteron-, und Growth-

Hormonrezeptors untersucht.

Ergebnisse: Die Auswertung der histologischen Schnitte ergab, dass in den behandelten
Gruppen dosisabhangig sowohl die alveoléren als auch die duktalen Strukturen zunehmen.
Das Bild der héchsten Dosisgruppe erinnerte an das histologische Bild der Milchdriise einer

HUndin im Estrus.

Bei der immunhistochemischen Auswertung fanden in den Alveolar-, sowie in den
Gangepithelien, teilweise auch im Myoepithel, bei den untersuchten Antikdrpern bis auf den
Aromatase-Antikérper gravierende Veranderungen in Abhangigkeit der Dosisgruppe statt.
Die Aufregulierung des Progesteronrezeptors, sowie die zunehmende Expression von
Growth-Hormon lieBen den Schluss zu, dass es sich um den bei der Hindin bekannten
Mechanismus handeln konnte. Mit Hilfe der RT-PCR und anschlieRender PCR konnte dann
gezeigt werden, dass das in der Mamma immunhistochemisch dargestellte GH tatsachlich
lokal exprimiert wurde und daruber hinaus ebenfalls mit der isolierten GH-RNA aus der
Hypophyse Ubereinstimmt.

Schlussfolgerung: Mit der vorliegenden Arbeit ist es gelungen den Mechanismus einer

medikamenten-induzierten Gynakomastie beim Riden zu beschreiben, der mit dem
physiologischen Prozess in der Milchdrise bei der Hindin im Metestrus Ubereinstimmt. Der

Mechanismus ist spezies-spezifisch und nicht auf den Mann Ubertragbar.
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7 Summary

Gynaecomastia in male beagle dog after application of steroidal androgen

Introduction: Male beagle dogs treated daily dermally for 4 and 39 weeks with a synthetic
androgen developed alterations of the breast in the sense of a gynecomastia. The well-
known mechanism of gynecomastia in man as well as the mechanism identified for the bitch
during estrus cycle were considered to identify which mechanism is responible for the

mammary changes.

Material and Methods: Formalin fixed and paraffin embedded mammary gland tissue of

64 male beagle dog were examined for the expression of growth-hormon (GH), aromatase,
androgen-, estrogen-, progesterone- and growth-hormon-receptors by immunohistochemical

as well as molecular methods.

Results: Examination of the haematoxylin stained mammary gland tissue revealed a dose
dependent increase of alveolar and ductal epithelia. In the high dose group the mammary
gland resembled the mammary gland of a bitch during estrus. Immunohistochemistry showed
dose dependend changes in alveolar and ductal epithelium for all antibodies used exept the
one for aromatse. The progesterone receptor and the GH were dose dependently
upregulated in the mammary gland. Molecular techniques like RT-PCR and PCR revealed
that the GH was produced locally in the mammary gland and was not of pituitary origin. In
addition, sequence analysis showed homology between the GH isolated from the mammary
gland and GH isolated from the pituitary.

Conclusion: In this study it was demonstrated that the mechanism of drug induced
gynecomastia in male dogs is comparable with the physiological process in the mammary
gland of the bitch in the metestrus. In addition, the mechanism showed is species-specific
and can not be translated into man.
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9 Anhang

9.1 Immunhistologie

9.1.1 Verdinnung der primaren Antikorper

Gefriergetrocknete Antikorper werden nach Hinweis des Herstellers geldst, in der Regel in
sterilem Aqua bidest.. Antikbrper-Konzentrate mit Antikdrperverdiinnungsldésung verdiinnen.

Die Verdinnungen werden vor Gebrauch angesetzt.

9.1.1.1 Gebrauchsl6sung des biotinylierten anti-lImmunoglobulin-Konzentrats (Link)
bzw. des Streptavidin-Peroxidase-Konzentrats (Label)

Link/Label-Konzentrat vor Gebrauch mit entsprechender Link/Label-Verdinnungsldsung

verdinnen.

9.1.2 Protokoll der Immunhistologie (LSAB-Methode) fur Paraffinschnitte

- Entparaffinierung in Xylol fur zweimal fur 10 min, in Isopropanol und 96 %igem
Ethanol fur je zweimal 2 min und fir je 1 min in 70 %igem und 50 %igen Ethanol,
zweimal spulen in Aqua bidest.

- Demaskierung der Antigene mittels Dampfgarer in einer Target Retrieval Losung
pH 6,1 (Fa. DakoCytomation) fur insgesamt 38 min., wobei die erforderliche
Temperatur von 90-100 °C erst nach 20 min. erreicht wird

- Abklhlen der Objekttrager bei Raumtemperatur

- Uberfuihren der Objekttrager in den DakoCytomation Autostainer (Pipettierautomat)
und umranden der Schnitte mit einem Fettstift (PapPen, Fa. DakoCytomation)

- Uberschichten der Schnitte mit einer Ready-to-Use H,0,-Lésung (Fa.
DakoCytomation) fur 15 min zur Hemmung der endogenen Peroxidase

- Spulen der Schnitte mit TBS (Waschpuffer, Fa. DakoCytomation)
- Auftragen des Proteinblocks (DakoCytomation, fir 10 min.
- Abblasen des Proteinblocks

- Uberfihren der Objekttrager in eine feuchte Kammer (ausgelegt mit feuchtem
Fliespapier)

- Auftragen von je 250 ul Primarantikérper in Antikdrperverdinnungsmedium (Fa.
DakoCytomation), bzw. entsprechendem Kontrollserum; Inkubation tUber Nacht bei
4°C

- Erwarmen der Schnitte auf Zimmertemperatur (mind. 20 min.), anschlielend
Uberfuhren der Objekttrager in den Autostainer

- Spulen der Schnitte zweimal mit TBS

- Uberschichten mit je 250 pl Sekundarantikorper (Link) in entsprechender Verdiinnung;
Inkubation fur 30 min. bei Raumtemperatur
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- Spulen der Schnitte zweimal mit TBS

- Auftragen von je 250 pl Tertidrantikorper (Label) fur 30 min. bei Raumtemperatur
(Herstellung des LSAB-Komplexes mind. 30 min. vor Gebrauch)

- Spulen der Schnitte zweimal mit TBS
- Uberfuihren der Objekttrager in eine feuchte Kammer

- Auftragen von DAB (3,3 -Diamonobenzidin-Tetrahydrochlorid) unter mikroskopischer
Kontrolle bis das DAB-Oxid (Braunfarbung) sichtbar wird

- Spulen der Schnitte in TBS fir 5 min, anschlieend Verbringen der Schnitte in Aqua
bidest. fir 5 min.

- Gegenfarbung der Schnitte mit Hamalaun nach Mayer (Romeis, 1989) fur 1 bis 2 min.;
- Abspilen des lberschissigen Hamalauns mit Aqua bidest.
- Blauen der Schnitte in kaltem Leitungswasser fir 10 min.

- Entwassern der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe fiir je 1 bis 2 min. in
50 %igem, 70 %igem und 96 %igem Alkohol, fir 3 min. in Isoprpanol und zweimal
3 min. in Xylol

- Eindecken der Schnitte mit Hilfe des Objekttrager-Eindeckautomaten RCM 7000
(Medite Medizintechnik GmbH, Bugdorf) in Eukitt®
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9.2 Molekularbiologische Protokolle

9.2.1 Protokoll zur reversen Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Kit: Omniskript, Qiagen

20 pl Reaktionsansatz

Allgemeines
RNA und Enzyme immer schon auf Eis lassen
Zuerst RNAseOUT-Mix und Random Hexamer-Mix herstellen (beides gehort dann auf Eis)

Random Hexamer-Mix ruhig groRzigig herstellen, Pipettierfehler mitkalkulieren (1-2
Portionen mehr herstellen)

Anzahl der Proben richtet sich nach Anzahl der RNA-Proben

Rechenbeispiel:
Bei Verwendung von 2 unterschiedlichen RNA samples
2 Proben RNA = 2 Reaktionsansétze a 20 pl

Es empfiehlt sich, mit einer hohen RNA-Konzentration zu arbeiten, da die fertige cDNA im
Anschluss an die reverse Transkription immer noch mit DEPC-Aqua bidest., bzw. RNase
freies H,O verdinnt werden kann!

Step 1 (Vorbereiten)
Arbeitsflache reinigen (RNase Zap, Fa. Ambion®)
Eis bereitstellen

Reagenzien (10 x buffer, dNTP-Mix, Random Hexamers und RNA) auftauen bei Raum-
temperatur

aufgetaute RNA sofort auf Eis

0,5 ml PCR-tubes (Reaktionsansatz) und 1,5 ml Eppis (fur den Mastermix) beschriften
aufgetaute Reagenzien gut mischen (Vortexen oder durch Schnippen)

alle Reagenzien kurz anzentrifugieren (3600-4000 x g/ 4000-7000 rpm)

Random Hexamers auf Eis stellen

Step 2 (Mixe herstellen)

Random Hexamer- und RNaseOUT-Mix herstellen: zuerst DEPC-Aqua bidest. vorlegen,
dann den Rest, Enzym immer zum Schluss

Mixe gut mischen:

Random Hexamer-Mix (Vortexen oder durch Schnippen)
Rnase OUT-Mix vorsichtig Schnippen (nicht vortexen!!)
kurz anzentrifugieren (3600-4000 x g/ 4000-7000 rpm)

Random Hexamers-Mix und RnaseOUT-Mix auf Eis stellen
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Step 3 (Mastermix herstellen)

Reagenzien der Reihe nach (wie im Protokoll) pipettieren:

buffer

dNTPs

Weiter geht's auf Eis!

Random Hexamer-Mix

RNaseOUT-Mix

reverse Transkriptase

Mastermix vorsichtig durch Schnippen mischen (nicht vortexen!!)
kurz anzentrifugieren und Mastermix sofort auf Eis setzen

Step 4 (Reaktionsansatz herstellen)

12 ul RNA der Probenzahl entsprechend auf Eis in 0,5 ml tubes pipettieren
8 ul Mastermix/ Probe zugeben

Nun sollten 20 pl voll sein!

Reaktionsansatz vorsichtig mischen durch Schnippen

Reaktionsansatz kurz anzentrifugieren

Bis zum Beladen des Thermocyclers Reaktionsansatz auf Eis belassen!

Step 5 (Lagern)

bei -20°C bis zum weiteren Gebrauch
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9.2.2 Protokoll zur PCR

Kit: AmpliTaqg, Applied Biosystems

50 ul Reaktionsansatz

Allgemeines

Immer als Erstes Gedanken zum Probenumfang machen!

Die Anzahl der Reaktionsansétze bemisst sich an der Anzahl der Primerpaare und der
eingesetzten cDNA-Proben.

Fur jedes Primerpaar immer eine Negativkontrolle mitfiihren (enthalt keine cDNA, sondern
nur entsprechendes Volumen DEPC-Aqua bidest.)

Rechenbeispiel:

Bei Verwendung von 2 Primerpaaren und zwei cDNA-Proben: 6 Reaktionsansatze bzw.
6 x 0,5 ml PCR-tubes:

(2 Proben cDNA + 1 Negativkontrolle) x 2 Primerpaare

Step 1 (Vorbereiten)

Arbeitsflache reinigen

Eis bereitstellen

Reagenzien (10 x PCR buffer, MgCI2-L6sung, dNTP-Mix, Primer und cDNA) auftauen
0,5 ml PCR-tubes (Reaktionsansatz) und 1,5 ml Eppis (fir den Mastermix) beschriften
aufgetaute Reagenzien gut mischen (Vortexen oder durch Schnippen)

alle Reagenzien kurz anzentrifugieren (3600-4000 x g/ 4000-7000 rpm)

Primer und cDNA auf Eis stellen

Step 2 (Mastermix herstellen)
Reagenzien der Reihe nach (wie im Protokoll) pipettieren
DEPC-Aqua bidest.-H20, buffer, MgCI2, dNTP-Mix, (evtl. Primer)

(Wird nur ein Primerpaar verwendet, diese dem noch nicht aliquotierten Mastermix zugeben;
bei Verwendung unterschiedlicher Primer: diese in den aliquotierten Mastermix geben!

Weiter geht’s auf Eis!
Tag-Polymerase hinzufligen
Mastermix vorsichtig durch Schnippen mischen (nicht vortexen!!)

kurz anzentrifugieren und Mastermix sofort auf Eis setzen
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Step 3 (Reaktionsansatz herstellen)

Mastermix der Probenzahl entsprechend aliquotieren und auf Eis stellen
Volumen ergibt sich aus

50 ul Reaktionsansatz — Volumen cDNA (- Volumen Primerpaar)

(d.h.: bei Verwendung von 1 pl sense und 1 pl antisense Primer und 3 pl cDNA: pro Eppi
45 ul Mastermix ohne Primer geben, bzw. 47 ul Mastermix, falls er schon Primer enthélt)

Falls der Mastermix keine Primer enthélt, jetzt Primer nacheinander zugeben

cDNA hinzugeben: zuerst Negativkontrollen mit DEPC-Aqua bidest. beflillen, dann erst cDNA
in andere Eppis geben (andersrum besteht Kontaminationsgefahr!)

Nun sollten 50 pl voll sein!
Reaktionsansatz vorsichtig mischen durch Schnippen
Reaktionsansatz kurz anzentrifugieren

Bis zum Beladen des Thermocyclers Reaktionsansatz auf Eis belassen!
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9.3 Bezugsquellen fur Reagenzien und Einmalware

ABgene® Advanced Biotechnologies, Hamburg http://www.abgene.com/
Superladder-Low, 100 bp-ladder, # SLL-100
6 x Type Il DNA electrophoresis loading buffer, # AB-0564

Abcam®, Cambridge http://www.abcam.com/
Donkey Serum (sterile), # ab7475

Ambion®The RNA Company, Darmstadt http://www.ambion.com
DEPC-behandeltes Wasser, # AM9922-1L

RNaseZap® RNase Dekontaminations Lésung, # AM9780
RNaseZap® Wipes, # AM 9786

Applied Biosystems, Foster City https://products.appliedbiosystems.com
AmpliTag Gold® with Gene Amp® 10x PCR Buffer, # N808-0241

Biogenex Laboratoties, San Ramon http://www.biogenex.com/

Anti-Human Growth-Hormone (hGH) polyclonal (rabbit), # PU 028-UP
Concentrated HRP Label (peroxidase-conjugated streptavidin), # HK 320-UK
Liquid DAB Substrate Pack Kit, # HK 153-5KE

Super Sensitive Mouse Link (biotinylated goat anti-mouse Ig), # HK 335-5M, 9M
Super Sensitive Rabbit Link (biotinylated goat anti-rabbit 1g), # HK 336-5R, 9R

Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf http://www.biozym.com/
Safeseal-Tips 1000 pl, # 692079

Safeseal-Tips 200 pl, # 692069

Safeseal-Tips 100 pl, # 692066

Safeseal-Tips 20 pl, # 692151

Safeseal-Tips 10 pl, # 693010

DakoCytomation GmbH, Hamburg http://www.dakogmbh.de/
DakoCytomation Control Slides, human breast carcinoma, # T1074
DakoCytomation Control Slides, human breast carcinoma, # T1382
DakoCytomation Permanent Red, # KO640

DakoCytomation Pen, # S 2002

DakoCytomation Peroxidase Blocking Reagent, # S2001
DakoCytomation Proteinase K Ready-to-Use, # S3020
DakoCytomation Protein Block Serum-Free, # X0909
DakoCytomation ChemMate™ Antibody Diluent Ready-to-Use, # S2022
DakoCytomation Target Retrieval Solution 10x Konzentrat, # S1699
DakoCytomation Target Wash Buffer 10x, # S3006

Diagonal GmbH & Co KG, Miunster http://www.diagonal.org
Brand PCR-Reaktionsgefal3e 0,5 ml, farblos # 781310
Brand PCR-Reaktionsgefaf3e 0,5 ml, rosa # 781311
Brand PCR-Reaktionsgefalie 0,5 ml, gelb # 781312
Brand PCR-Reaktionsgefal3e 0,5 ml, griin # 781313
Brand PCR-Reaktionsgefal3e 0,5 ml, blau # 781314
Zentrifugenréhrchen, 50 ml, steril # 227261
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Eppendorf AG, Hamburg http://www.eppendorf.de
Safe-Lock-ReaktionsgefalRe 1,5 ml, # 0030.120.086
Safe-Lock-ReaktionsgefalRe 2,0 ml, # 0030.120.094

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot http://www.fermentas.com
Ribonuklease-Inhibitor, # EO 0312

Invitrogen™ GmbH, Karsruhe http://www.invitrogen.com
Horse Serum, # 16050-130

RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor, # 10777-019
Tag DNA Polymerase, rekombinant, # 10342-020

Kindler GmbH & Co KG, Freiburg http://www.o-kindler.de
Eukitt, #

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren https://www.macherey-nagel.com
NucIeoSpin® Extract I, # 740609.50

Medite Medizintechnik GmbH, Bugdorf http://www.medite.de
Hamatoxilin (Mayer), # 41513000

Menzel Glaser, Glasbearbeitungswerke GmbH & Co KG, Braunschweig http://www.menzel.de
SuperFrost Plus®-Objekttrager, # 041300

MWG-Biotech, Ebersberg http://www.mwg-biotech.com
Primersynthese

Promega GmbH, Mannheim http://www.promega.com
Random Primers, # C1181

Qiagen GmbH, Hilden http://www.invitrogen.com
RNase-Free DNase Set, # 79254

RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit, # 74804
Omniskript® RT Kit, # 205111

Quartett Inmundiagnostika & Biotechnologie GmbH, Berlin http://www.quartett.com
ProTags Tris-Kochsalz-Puffer-Konzentrat (TBS) 50x, # 402000192

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe http://www.carl-roth.de
Trichlormethan/ Chlorophorm Rotipuran®, # 3313.1

Sarsted AG & Co, NUmbrecht http://www.sarstedt.com
Reaktionsgefalle 1,5 ml, # 72690
ReaktionsgefalRe 2,0 ml, # 72695

Sequence Laboratories (SegLab), Gottingen http://www.seqlab.de
Sequenzierung von Plasmiden und PCR-Produkten
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9.4 Bezugsquellen fur Geréate

Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf http://www.biozym.com
AlphaDigiDoc RT

Biophotometer & Thermodrucker DPU 414, # 6131000.012 & # 6131011.006
Multicycler® PTC 200

Bio RAD Laboratories, Minchen http://www.bio-rad.com
Power Pac 200, # 165-5051

Braun GmbH, Kronberg
Braun Multigourmet FS 10 elektrischer Dampfgarer

Carl Zeiss, Gottingen http://www.zeiss.de/
Zeiss Axioskop 40 & Axiocam MRc
Zeiss Axiostar Plus

DakoCytomation GmbH, Hamburg http://www.dakogmbh.de
DakoCytomation Autostainer, # S3800

Eppendorf AG, Hamburg http://www.eppendorf.de
Eppendorf Zentrifuge 5417 R

Eppendorf reference 2,5 pl, # 4910000085
Eppendorf reference 20 pl, # 4910000026
Eppendorf reference 1000 pl, # 4910000069
Eppendorf Pipette research 100 pl, # 3111 000.130
Eppendorf Pipette research 200 pl, # 3111 000.157
Eppendorf Pipette research 1000 pl, # 3111 000.165
Eppendorf Pipette research 5000 pl, # 3111 000.173
Eppendorf Pipette research 10000 pl, # 3111 000.181
Safe-Lock-ReaktionsgefaRe 1,5 ml, # 0030.120.086
Safe-Lock-ReaktionsgefalRe 2,0 ml, # 0030.120.094

Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbolb (vormals Heraeus) http://www.heraeus.de
Heraeus Warmeschrank ST 6200

Heraeus Zentrifuge Biofuge 13

Heraeus Zentrifuge Biofuge Pico

Tiefkiihlschrank HFU 586 TOP, # 51014463

Medite Medizintechnik GmbH, Bugdorf http://www.medite.de
Objekttrager-Eindeckautomat RCM 7000

Mettler-Toledo Laboratory & Weighing Technologies, Schweiz http://de.mt.com
Mettler-Toledo PG 403-5 Delta Range®
Mettler-Toledo AX 26 Delta Range®

Thermo Electron GmbH, Dreieich http://www.thermo.com
Umluft/Trockenschrank 6420, # 51013301
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9.5 Lo6sungen und Puffer

9.5.1 Immunhistologie

Alkoholreihe (Dehydratation)
50 %iger Ethanol

250 ul Ethanol

250 ul Aqua bidest.

70 %iger Ethanol
s.oben, bei Raumtemperatur lagern

TBS, pH 7,6 (1000 ml)
20 ml ProTags TRIS-Kochsalz-Puffer-Konzentrat 50x
ad 1000 ml Aqua bidest.
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9.6 Tabellen

9.6.1 Androgenrezeptor (AR) individuelles Grading

9.6.1.1 4 Wochen MENT

Tabelle 9.6.1.1: 1 Vehikelgruppe Tabelle 9.6.1.1: 2 niedrige Dosisgruppe
Tiernummer 1 2 3 4 Tiernummer 5 6 7 8
Staining 2 2 - 2 Staining 3 2 3 3
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen 1 1 - 2 Positive Zellen 2 3 3 3
(p2) (p2)

Tabelle 9.6.1.1: 3 mittlere Dosisgruppe Tabelle 9.6.1.1: 4 hochste Dosisgruppe
Tiernummer 9 10 11 12 Tiernummer 13 14 15 16
Staining 3 3 3 3 Staining 2 3 - 3
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen 3 3 3 2 Positive Zellen 3 4 - 4
(p2) (p2)

Sl (Staining Intensity)= Farbeintensitét: 0= keine; 1= schwach; 2= méaRig, 3= stark, 4= sehr stark
pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

- = wegen zerstorter Morphologie nicht gewertet

9.6.1.2 4 Wochen Backup

Tabelle 9.6.1.2: 1 Vehikelgruppe Tabelle 9.6.1.2: 2 niedrige Dosisgruppe
Tiernummer 1 2 3 4 Tiernummer 5 6 7 8
Staining 3 - 3 3 Staining 3 3 3 3
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen 3 - 3 3 Positive Zellen 3 3 3 3
(p2) (p2)

Tabelle 9.6.1.2: 3 mittlere Dosisgruppe Tabelle 9.6.1.2: 4 hochste Dosisgruppe
Tiernummer 9 10 11 12 Tiernummer 13 14 15 16
Staining 3 2 3 3 Staining 2 2 2 3
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen 2 1 3 3 Positive Zellen 2 3 4 3
(pZ) (pZ)

Sl (Staining Intensity)= Farbeintensitét: 0= keine; 1= schwach; 2= méaRig, 3= stark, 4= sehr stark
pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

- = wegen zerstorter Morphologie nicht gewertet
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Tabelle 9.6.1.3: 1 Vehikelgruppe

Tiernummer 1 2 3 4 5 6 7 8
Staining Intensity (SI) 2 3 3 3 3 3 3 3
Positive Zellen (pZ) 2 2 3 2 3 3 2 3

Tabelle 9.6.1.3: 2 niedrige Dosisgruppe

Tiernummer 9 10 11 12 13 14 15 16
Staining Intensity (SI) 2 3 2 3 3 3 3 3
Positive Zellen (pZz) 1 3 2 3 3 3 3 3

Tabelle 9.6.1.3: 3 mittlere Dosisgruppe

Tiernummer 17 18 19 20 21 22 23 24
Staining Intensity (SI) 3 3 3 3 3 3 3 3
Positive Zellen (pZ) 3 4 3 4 4 4 4 3

Tabelle 9.6.1.3: 4 héchste Dosisgruppe

Tiernummer 25 26 27 28 29 30 31 32
Staining Intensity (SI) 3 3 3 2 3 3 3 3
Positive Zellen (pZ) 4 3 4 3 3 4 3 4

Sl (Staining Intensity)= Farbeintensitét: 0= keine; 1= schwach; 2= méaRig, 3= stark, 4= sehr stark

pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele
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9.6.2 Progesteronrezeptor (PR) individuelles Grading

9.6.2.1 4 Wochen MENT

Tabelle 9.6.2.1: 1 Vehikelgruppe Tabelle 9.6.2.1: 2 niedrige Dosisgruppe
Tiernummer 1 2 3 4 Tiernummer 5 6 7 8
Staining - 3 3 4 Staining 3 3 3 4
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen - 3 3 3 Positive Zellen 3 4 4 4
(P2) (p2)

Tabelle 9.6.2.1: 3 mittlere Dosisgruppe Tabelle 9.6.2.1: 4 héchste Dosisgruppe
Tiernummer 9 10 11 12 Tiernummer 13 14 15 16
Staining 4 4 4 4 Staining 4 4 4 4
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen 4 3 3 4 Positive Zellen 4 4 4 4
(P2) (P2)

Sl (Staining Intensity)= Farbeintensitét: 0= keine; 1= schwach; 2= méaRig, 3= stark, 4= sehr stark
pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

- = wegen zerstorter Morphologie nicht gewertet

9.6.2.2 4 Wochen Backup

Tabelle 9.6.2.2: 1 Vehikelgruppe Tabelle 9.6.2.2: 2 niedrige Dosisgruppe
Tiernummer 1 2 3 4 Tiernummer 5 6 7 8
Staining 3 - 3 3 Staining 3 3 3 3
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen 3 - 4 4 Positive Zellen 4 4 4 4
(p2) (p2)

Tabelle 9.6.2.2: 3 mittlere Dosisgruppe Tabelle 9.6.2.2: 4 héchste Dosisgruppe
Tiernummer 9 10 11 12 Tiernummer 13 14 15 16
Staining 3 3 3 3 Staining 4 4 4 4
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen 4 4 4 4 Positive Zellen 3 4 4 4
(pZ) (pZ)

S| (Staining Intensity)= Farbeintensitat: 0= keine; 1= schwach; 2= maRig, 3= stark, 4= sehr stark
pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

- = wegen zerstorter Morphologie nicht gewertet
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Tabelle 9.6.2.3: 1 Vehikelgruppe

Tiernummer 1 2 3 4 5 6 7 8
Staining Intensity (SI) 2 2 2 2 2 2 2 3
Positive Zellen (pZ) 2 3 3 3 2 2 3 3

Tabelle 9.6.2.3: 2 niedrige Dosisgruppe

Tiernummer 9 10 11 12 13 14 15 16
Staining Intensity (SI) 2 2 2 2 3 3 3 3
Positive Zellen (pZz) 2 3 1 3 3 3 3 3

Tabelle 9.6.2.3: 3 mittlere Dosisgruppe

Tiernummer 17 18 19 20 21 22 23 24
Staining Intensity (SI) 2 3 3 2 3 3 3 4
Positive Zellen (pZz) 3 3 3 3 3 3 3 3

Tabelle 9.6.2.3: 4 héchste Dosisgruppe

Tiernummer 25 26 27 28 29 30 31 32
Staining Intensity (SI) 4 4 4 4 - 3 4 4
Positive Zellen (pZ) 4 4 4 4 - 3 3 4

S| (Staining Intensity)= Farbeintensitat: 0= keine; 1= schwach; 2= maRig, 3= stark, 4= sehr stark
pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

- = wegen zerstorter Morphologie nicht gewertet
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9.6.3 Estrogenrezeptor (ER) individuelles Grading

9.6.3.1 4 Wochen MENT

Tabelle 9.6.3.1: 1 Vehikelgruppe Tabelle 9.6.3.1: 2 niedrige Dosisgruppe
Tiernummer 1 2 3 4 Tiernummer 5 6 7 8
Staining - 0 - - Staining - 1 3 1
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen - 0 - - Positive Zellen - 2 1 1
(pZ) (pZ)

Tabelle 9.6.3.1: 3 mittlere Dosisgruppe Tabelle 9.6.3.1: 4 héchste Dosisgruppe
Tiernummer 9 10 11 12 Tiernummer 13 14 15 16
Staining 2 1 0 0 Staining 0 1 1 0
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen 1 1 0 0 Positive Zellen 0 1 1 0
(P2) (p2)

Sl (Staining Intensity)= Farbeintensitét: 0= keine; 1= schwach; 2= méaRig, 3= stark, 4= sehr stark

pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

- = wegen zerstorter Morphologie nicht gewertet

9.6.3.2 4 Wochen Backup

Tabelle 9.6.3.2: 1 Vehikelgruppe Tabelle 9.6.3.2: 2 niedrige Dosisgruppe
Tiernummer 1 2 3 4 Tiernummer 5 6 7 8
Staining 2 - 2 3 Staining 2 2 0 2
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen 3 - 2 3 PositiveZellen 3 2 0 1
(P2) (p2)

Tabelle 9.6.3.2: 3 mittlere Dosisgruppe Tabelle 9.6.3.2: 4 héchste Dosisgruppe
Tiernummer 9 10 11 12 Tiernummer 13 14 15 16
Staining 2 - 2 2 Staining - 3 3 3
Intensity (SI) Intensity Sl)

Positive Zellen 2 - 2 2 Positive Zellen - 2 3 2
(P2) (P2)

S| (Staining Intensity)= Farbeintensitat: 0= keine; 1= schwach; 2= maRig, 3= stark, 4= sehr stark

pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

- = wegen zerstorter Morphologie nicht gewertet
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Tabelle 9.6.3.3: 1 Vehikelgruppe

Tiernummer 1 2 3 4 5 6 7 8
Staining Intensity (SI) 3 2 3 3 3 3 - 4
Positive Zellen (p2) 2 3 3 3 3 3 - 3

Tabelle 9.6.3.3: 2 niedrige Dosisgruppe

Tiernummer 9 10 11 12 13 14 15 16
Staining Intensity (SI) 2 3 2 2 3 3 2 3
Positive Zellen (p2) 1 3 2 2 3 3 3 3

Tabelle 9.6.3.3: 3 mittlere Dosisgruppe

Tiernummer 17 18 19 20 21 22 23 24
Staining Intensity (SI) 2 2 3 3 3 2 1 2
Positive Zellen (pZz) 3 2 3 3 3 2 2 3

Tabelle 9.6.3.3: 4 héchste Dosisgruppe

Tiernummer 25 26 27 28 29 30 31 32
Staining Intensity (SI) 3 2 4 2 2 2 2 1
Positive Zellen (pZ) 2 2 3 2 2 2 2 2

S| (Staining Intensity)= Farbeintensitat: 0= keine; 1= schwach; 2= maRig, 3= stark, 4= sehr stark
pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

- = wegen zerstorter Morphologie nicht gewertet
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9.6.4 Growth-Hormonrezeptor (GHR) individuelles Grading

9.6.4.1 4 Wochen MENT

Tabelle 9.6.4.1: 1 Vehikelgruppe Tabelle 9.6.4.1: 2 niedrige Dosisgruppe
Tiernummer 1 2 3 4 Tiernummer 5 6 7 8
Staining 2 - 3 - Staining 2 3 2 3
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen 2 - 2 - Positive Zellen 3 2 3 3
(pZ) (pZ)

Tabelle 9.6.4.1: 3 mittlere Dosisgruppe Tabelle 9.6.4.1: 4 héchste Dosisgruppe
Tiernummer 9 10 11 12 Tiernummer 13 14 15 16
Staining 4 3 3 3 Staining 3 3 3 4
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen 3 3 3 3 Positive Zellen 4 4 3 4
(P2) (P2)

Sl (Staining Intensity)= Farbeintensitét: 0= keine; 1= schwach; 2= méaRig, 3= stark, 4= sehr stark
pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

- = wegen zerstorter Morphologie nicht gewertet

9.6.4.2 4 Wochen Backup

Tabelle 9.6.4.2: 1 Vehikelgruppe Tabelle 9.6.4.2: 2 niedrige Dosisgruppe
Tiernummer 1 2 3 4 Tiernummer 5 6 7 8
Staining 3 - 3 3 Staining 3 3 3 3
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen 3 - 3 3 Positive Zellen 4 3 4 3
(p2) (p2)

Tabelle 9.6.4.2: 3 mittlere Dosisgruppe Tabelle 9.6.4.2: 4 héchste Dosisgruppe
Tiernummer 9 10 11 12 Tiernummer 13 14 15 16
Staining 2 - 3 3 Staining 3 3 4 2
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen 4 - 4 4 Positive Zellen 4 3 4 4
(p2) (p2)

S| (Staining Intensity)= Farbeintensitat: 0= keine; 1= schwach; 2= maRig, 3= stark, 4= sehr stark
pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

- = wegen zerstorter Morphologie nicht gewertet
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Tabelle 9.6.4.3: 1 Vehikelgruppe

Tiernummer 1 2 3 4 5 6 7 8
Staining Intensity (SI) 3 2 2 3 3 0 3 -
Positive Zellen (pZ) 4 3 3 3 3 0 3 -

Tabelle 9.6.4.3: 2 niedrige Dosisgruppe

Tiernummer 9 10 11 12 13 14 15 16
Staining Intensity (SI) 3 - 3 2 3 3 3 3
Positive Zellen (pZz) 3 - 3 3 4 3 3 4

Tabelle 9.6.4.3: 3 mittlere Dosisgruppe

Tiernummer 17 18 19 20 21 22 23 24
Staining Intensity (SI) 3 3 3 3 3 3 3 3
Positive Zellen (pZ) 4 4 4 4 4 4 4 4

Tabelle 9.6.4.3: 4 héchste Dosisgruppe

Tiernummer 25 26 27 28 29 30 31 32
Staining Intensity (SI) 3 3 2 2 4 4 4 4
Positive Zellen (p2z) 4 3 4 4 4 4 4 4

S| (Staining Intensity)= Farbeintensitat: 0= keine; 1= schwach; 2= maRig, 3= stark, 4= sehr stark
pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

- = wegen zerstorter Morphologie nicht gewertet
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9.6.5 Growth-Hormon individuelles Grading

9.6.5.1 4 Wochen MENT

Tabelle 9.6.5.1: 1 Vehikelgruppe Tabelle 9.6.5.1: 2 niedrige Dosisgruppe
Tiernummer 1 2 3 4 Tiernummer 5 6 7 8
Staining 0 - - - Staining 2 1 3 3
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen 0 - - - Positive Zellen 3 3 4 3
(pZ) (pZ)

Tabelle 9.6.5.1: 3 mittlere Dosisgruppe Tabelle 9.6.5.1: 4 héchste Dosisgruppe
Tiernummer 9 10 11 12 Tiernummer 13 14 15 16
Staining 3 2 3 3 Staining 0 3 3 4
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen 4 4 4 4 Positive Zellen 0 4 4 4
(P2) (P2)

Sl (Staining Intensity)= Farbeintensitét: 0= keine; 1= schwach; 2= méaRig, 3= stark, 4= sehr stark

pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

- = wegen zerstorter Morphologie nicht gewertet

9.6.5.2 4 Wochen Backup

Tabelle 9.6.5.2: 1 Vehikelgruppe Tabelle 9.6.5.2: 2 niedrige Dosisgruppe
Tiernummer 1 2 3 4 Tiernummer 5 6 7 8
Staining 2 3 2 4 Staining 1 2 1 -
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen 3 3 2 3 Positive Zellen 3 3 2 -
(P2) (P2)

Tabelle 9.6.5.2: 3 mittlere Dosisgruppe Tabelle 9.6.5.2: 4 héchste Dosisgruppe
Tiernummer 9 10 11 12 Tiernummer 13 14 15 16
Staining 2 - 4 3 Staining 4 3 3 4
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen 3 - 4 4 Positive Zellen 4 3 4 4
(P2) (P2)

S| (Staining Intensity)= Farbeintensitat: 0= keine; 1= schwach; 2= maRig, 3= stark, 4= sehr stark

pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

- = wegen zerstorter Morphologie nicht gewertet
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Tabelle 9.6.5.3: 1 Vehikelgruppe

Tiernummer 1 2 3 4 5 6 7 8
Staining Intensity (Sl) 1 1 - 3 3 3 - 2
Positive Zellen (pZ) 3 2 - 3 3 2 - 2

Tabelle 9.6.5.3: 2 niedrige Dosisgruppe

Tiernummer 9 10 11 12 13 14 15 16
Staining Intensity (SI) 3 1 2 3 3 3 3 -
Positive Zellen (pZz) 3 3 2 3 3 3 4 -

Tabelle 9.6.5.3: 3 mittlere Dosisgruppe

Tiernummer 17 18 19 20 21 22 23 24
Staining Intensity (SI) 2 3 3 3 3 0 3 -
Positive Zellen (p2) 4 3 4 4 4 0 4 -

Tabelle 9.6.5.3: 4 héchste Dosisgruppe

Tiernummer 25 26 27 28 29 30 31 32
Staining Intensity (SI) 1 2 1 2 4 4 4 4
Positive Zellen (p2) 3 4 4 4 4 4 4 4

S| (Staining Intensity)= Farbeintensitat: 0= keine; 1= schwach; 2= maRig, 3= stark, 4= sehr stark
pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

- = wegen zerstorter Morphologie nicht gewertet
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9.6.6 Aromatase individuelles Grading

9.6.6.1 4 Wochen MENT

Tabelle 9.6.6.1: 1 Vehikelgruppe Tabelle 9.6.6.1: 2 niedrige Dosisgruppe
Tiernummer 1 2 3 4 Tiernummer 5 6 7 8
Staining - - 1 3 Staining 0 2 1 1
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen - - 2 3 Positive Zellen 0 3 4 3
(P2) (p2)

Tabelle 9.6.6.1: 3 mittlere Dosisgruppe Tabelle 9.6.6.1: 4 héchste Dosisgruppe
Tiernummer 9 10 11 12 Tiernummer 13 14 15 16
Staining 2 2 1 1 Staining 2 2 1 2
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen 4 4 4 4 Positive Zellen 4 4 4 4
(p2) (p2)

Sl (Staining Intensity)= Farbeintensitét: 0= keine; 1= schwach; 2= méaRig, 3= stark, 4= sehr stark

pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele

- = wegen zerstorter Morphologie nicht gewertet

9.6.6.2 4 Wochen Backup

Tabelle 9.6.6.2: 1 Vehikelgruppe Tabelle 9.6.6.2: 2 niedrige Dosisgruppe
Tiernummer 1 2 3 4 Tiernummer 5 6 7 8
Staining 0 0 0 0 Staining 0 0 0 0
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen 0 0 0 0 Positive Zellen 0 0 0 0
(p2) (p2)

Tabelle 9.6.6.2: 3 mittlere Dosisgruppe Tabelle 9.6.6.2: 4 héchste Dosisgruppe
Tiernummer 9 10 11 12 Tiernummer 13 14 15 16
Staining 0 0 1 0 Staining 1 0 1 0
Intensity (SI) Intensity (SI)

Positive Zellen 0 0 1 0 Positive Zellen 1 0 1 0
(p2) (p2)

S| (Staining Intensity)= Farbeintensitat: 0= keine; 1= schwach; 2= maRig, 3= stark, 4= sehr stark

pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele
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9.6.6.3 39 Wochen Backup

Tabelle 9.6.6.3: 1 Vehikelgruppe

Tiernummer 1 2 3 4 5 6 7 8
Staining Intensity (SI) 0 0 0 0 0 0 0 0
Positive Zellen (pZ) 0 0 0 0 0 0 0 0
Tabelle 9.6.6.3: 2 niedrige Dosisgruppe

Tiernummer 9 10 11 12 13 14 15 16
Staining Intensity (SI) 0 0 0 0 0 0 0 0
Positive Zellen (pZz) 0 0 0 0 0 0 0 0
Tabelle 9.6.6.3: 3 mittlere Dosisgruppe

Tiernummer 17 18 19 20 21 22 23 24
Staining Intensity (SI) 0 0 0 0 0 1 0 1
Positive Zellen (pZz) 0 0 0 0 0 1 0 1
Tabelle 9.6.6.3: 4 héchste Dosisgruppe

Tiernummer 25 26 27 28 29 30 31 32
Staining Intensity (SI) 0 1 0 0 0 1 0 0
Positive Zellen (pZ) 0 1 0 0 0 1 0 0

S| (Staining Intensity)= Farbeintensitat: 0= keine; 1= schwach; 2= maRig, 3= stark, 4= sehr stark

pZ= positive Zellen: 0= keine; 1= wenig; 2= moderat; 3= viele; 4= sehr viele
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9.7 Lichtmikroskopische Abbildungen (Histologie/Immunhistologie)

9.7.1 HE-Farbung

Abb. 9.7.1: 1: Milchdrise Ride, Vehikel, Paraffinschnitt, 10x, HE-Farbung

Abb. 9.7.1: 2: Milchdrise Ride, hohe Dosis, Paraffinschnitt, 10x, HE-Farbung
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Abb. 9.7.1: 3: Milchdrise Ride, hohe Dosis AusschnittsvergrofRerung aus Abb. 9.7.1: 2,
Paraffinschnitt, 20x, HE-Farbung
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9.7.2 Androgenrezeptor

Abb. 9.7.2: 1: Milchdriise Riude, Vehikel, Paraffinschnitt, 10x, AR-AK

Abb. 9.7.2: 2: Milchdriise Riude, hohe Dosis, Paraffinschnitt, 40x, AR-AK
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9.7.3 Progesteronrezeptor

Abb. 9.7.3: 1: Milchdriise Riuide, Vehikel, Paraffinschnitt, 40x, PR-AK

Abb. 9.7.3: 2: Milchdriise Ride, niedrige Dosis, Paraffinschnitt, 40x, PR-AK
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Abb. 9.7.3: 3: Milchdrise Rude, mittlere Dosis, Paraffinschnitt, 40x, PR-AK

Abb. 9.7.3: 4: Milchdrise Riude, hohe Dosis, Paraffinschnitt, 40x, PR-AK
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9.7.4 Estrogenrezeptor

Abb. 9.7.4: 1: Milchdrise Rude, Vehikel, Paraffinschnitt, 20x, ER-AK

Abb. 9.7.4: 2: Milchdriise Ride, niedrige Dosis, Paraffinschnitt, 20x, ER-AK
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Abb. 9.7.4: 3: Milchdrise Rude, mittlere Dosis, Paraffinschnitt, 20x, ER-AK

Abb. 9.7.4: 4: Milchdrise Riude, hohe Dosis, Paraffinschnitt, 20x, ER-AK
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9.7.5 Growth-Hormonrezeptor

Abb. 9.7.5: 1: Milchdrise Ride, Vehikel, Paraffinschnitt, 40x, GHR-AK

Abb. 9.7.5: 2: Milchdriise Ruide, hohe Dosis, Paraffinschnitt, 40x, GHR-AK
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9.7.6 Growth-Hormon

Abb. 9.7.6: 1: Milchdriise Riude, Vehikel, Paraffinschnitt, 40x, GH-AK

Abb. 9.7.6: 2: Milchdruse Rude, niedrige Dosis, Paraffinschnitt, 20x, GH-AK
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Abb. 9.7.6: 3: Milchdrise Rude, mittlere Dosis, Paraffinschnitt, 40x, GH-AK

Abb. 9.7.6: 4: Milchdrise Riude, hohe Dosis, Paraffinschnitt, 40x, GH-AK
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9.7.7 Aromatase

Abb. 9.7.7: 1: Milchdrise Rude, Vehikel, Paraffinschnitt, 40x, Aromatase-AK

Abb. 9.7.7: 2: Milchdrise Rude, hohe Dosis, Paraffinschnitt, 40x, Aromatase-AK
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9.8 ABKURZUNGEN

Abb.

AK

Aqua bidest.
Aqua dest.
AR

Arom

as

bp

cDNA
cRNA

DAB
DEPC
DHEA
DHEA-S
DNA
dNTP
dsRNA

EDTA
et al.
E.

ER

FFPE
FSH

GaM-b
GaR-b
GH
GHBP
GHR
GHRH

Abbildung
Antikorper

Aqua bidestillata
Aqua destillata
Androgenrezeptor
Aromatase

antisense

Basenpaar

komplementare (complementary) DNA

komplementare (complementary) RNA

3'3'Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid
Diethylpyrokarbonat

Dehydroepiandrosteron
Dehydroepiandrosteronsulfat
Desoxyribonukleinsdure (desoxy-ribonucleic-acid)
Desoxynukleosidtriphosphat

doppelstranige RNA

Ethylendiamin-tetraessigsaure
et alii (und andere)
Estradiol

Estrogenrezeptor

Formalin-fixiert und Paraffin-eingebettet

Follikelstimulierendes Hormon

Ziege-anti-Maus (goat-anti-mouse)-Antikdrper, biotiniliert
Ziege-anti-Kaninchen (goat-anti-rabbit)-Antikdrper, biotiniliert
Growth-Hormon (Wachstumshormon)

Growth-Hormon Binding-Protein

Growth-Hormon-Rezeptor
Growth-Hormon-Releasing-Hormon
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GnRH

HE
HB
hCG
HCL
H,O
HRE

IGF
IRS

LSAB
LH

MgCIz
MRNA
MW

n.n.
nt

n.u.

OD260
oT

Paso
PBS

PCR
PEN
PR
pZ

RNA
RNase

Gonadotropin-Releasing-Hormon

Hamatoxylin- und Eosinfarbung
Hybridisierungsmix

Humanes Choriongonadotropin
Salzséure

Wasser

Hormon response or regulating Elements

Immunbhistologie
Insulin-Like-Growth-Faktor

Immunreaktiver Score

Labeled-Streptvidin-Biotin-Peroxidase-Komplex
Luteotropes Hormon

Magnesium-Chlorid
messenger RNA
Molekulargewicht

Anzahl der Tiere
nicht nachweisbar
Nukleotid

nicht untersucht

optische Dichte bei 260 nm
Objekttrager

Primerpaar

Cytochrom Pyso (Enzym)

phosphatgepufferte Kochsalzlésung (phosphate buffered saline)
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)

Polyethylen-Naphtalat
Progesteronrezeptor
Positive Zellen

Ribonukleinsaure (ribonucleic-acid)
Ribonuklease
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rpm
RTemp.
RT

RT-PCR

SHBG
SI
SSC

Tab.
Taq
TAF
TBE
TBS
TEB

Tris

uv

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase

Reverse-Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion
sense

Sexhormonbindendes Globulin

Staining Intensity

standard saline citrate

Tabelle

Thermus aquaticus
Transkriptionsaktiviernde Funktion
Tris-Borat-EDTA-Puffer
Tris-buffered-saline

Terminal End Budds

Testosteron

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

ultraviolett
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