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Effect of Experimental Hypercalcaemia Induced by Dihydrotachysterol
on the Secretory Activity and the Pattern of Calcification
in the Mammary Gland
Light-, Electronmicroscopic and Chemical-Analytical Investigations

Summary. Disorders in the metabolism of calcium of the breast are manifested by calci-
fications of the acini, ducts, epithelial cells and by necrosis and in patients with advanced
mammary cancer by hypercalcemia. To study the pathophysiology of these changes we carried
out investigations of the mammary glands of female juvenile rats during experimentally induced
hypercalcemia.

First group: control animals. Second group: rats treated with estrogen-progesterone
(6 pg: 1mg) for 10 days. Third group: the same premedication and 0.5 mg DHT/100 g
weight at 10th day. Fourth group: the same hormones but with 0.256 mg DHT/100 g
weight. Fifth group: only 0.5 mg DHT. Sixth group: only 0.25 mg DHT/100 g weight.
The mammary glands were examined by histological, electron-microscopic and histochemical
methods, and chemical-analytical studies of them were made to determine their calcium
contents.

Results: DHT induces in juvenile female rats a proliferation of the mammary ducts.
After pretreatment by estrogen and progesterone DHT induces a secretion in the acini of
milk-like fluid with fat-globules and casein-granules, similar to that of the lactation period.
The mobilization of calcium by DHT leads to sectorial calcifications in the acini of the
mammary glands with a precipitation of calcium in the endoplasmatic reticulum and mito-
chondria. By describing a patient with galactorrhea hypercalcemica in the third stage of
hyperparathyroidism we compare our experimental results with those found in the human.

Zusammenfossung. Storungen des Calciumstoffwechsels in der Mamma zeigen sich als
lokalisierte Kalkablagerungen in Driisenldppchen, Géngen, Epithelzellen und Nekrosen oder als
Hypercalcimie bei metastasierenden Mammacarcinomen. Als Beitrag zur Pathophysiologie
wird experimentell die Wirkung von Dihydrotachysterin (DHT) auf die weibliche Brustdriise
der Ratte untersucht.

Die Untersuchungen wurden an 60 weiblichen juvenilen Sprague-Dawley-Ratten durch-
gefiihrt:

1. Gruppe: Kontrolltiere.

2. Gruppe: Ostrogen-Progesteron-Injektionen 1:200, 10 Tage.

3. Gruppe: Ostrogen, Progesteron (10 Tage) und 1/, mg DHT pro 100 g Kérpergewicht
am 10. Versuchstag.

4. Gruppe: gleiche Bedingungen, jedoch */, mg DHT pro 100 g K6rpergewicht.

5. Gruppe: keine Hormone, nur 1/, mg DHT pro 100 g Kérpergewicht.
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6. Gruppe: gleiche Bedingungen, nur '/, mg DHT pro 100 g Kérpergewicht. — Histo-
logische und elektronenmikroskopische Untersuchungen, histometrische Auswertung der Pro-
liferationsgrade mit dem Punkt-Z&hl-Verfahren und chemisch-analytische Untersuchungen
des Calciumgehaltes der Brustdrisen.

Ergebnisse: 1. DHT fiihrt bei juvenilen, weiblichen Ratten zu einer Proliferation von
Milchgingen und Gangsprossen. 2. Nach Vorbehandlung mit Ostrogen-Progesteron hat Di-
hydrotachysterin einen sekretorisch stimulierenden Effekt mit Abgabe eines qualitativ der
Lactation vergleichbaren Sekretes. 3. Als Ausdruck der Mobilisation des Calciumstoffwechsels
tritt eine herdférmige Calcinose der Mamma und Kalkabscheidungen an Lipoproteidmem-
branen im endoplasmatischen Reticulum und an Mitochondrien auf. 4. Aus der Pathologie
der Brustdriise des Menschen wird ein Fall von Galactorrhoea hypercalcaemica bei tertiirem
Hyperparathyreoidismus beschrieben.

Die Pathophysiologie des Calciumstoffwechsels in der weiblichen Brustdriise
hat seit Entwicklung der mammographischen Diagnostik und seit Anwendung der
Geschlechtshormone zur Therapie des Mammacarcinoms zunehmend an Bedeutung
gewonnen. Storungen in der Calciumhomoiostase bei Brustdriisenerkrankungen
finden jhren Ausdruck als:

1. Lokalisierte, feinherdige Kalkoblagerungen in verschiedenen Formen der
Mastopathie und in Geschwiilsten.

Zur Frage der Pathomorphogenese derartiger Verkalkungen konnte in eigenen
experimentellen Untersuchungen gezeigt werden, dall sich Kalksalze im retinierten
Sekret der Zellen, der Lobuli und Milchgénge niederschlagen, oder daB die Ver-
kalkungsmatrix metabolisch geschidigte Epithelzellen, Nekrosen und das an-
grenzende Stroma darstellt (Brandt und Béssler, 1969). Es war dadurch méglich,
die in menschlichen Mammacarcinomen nachweisbare Topik von Calcifikationen
experimentell nachzuahmen.

2. Als Hypercaledmie im Rahmen metabolischer Stérungen unterschiedlicher
Atiologie bei metastasierenden Mammacarcinomen (Myers, 1960; Martz, 1968;
Hayward, 1970).

Die Hypercalcimie tritt héufig im Beginn der Sexualhormontherapie auf und
gilt als deren gefahrvollste Komplikation.

Therapieresistente Hypercalcamien wirken sich prognostisch ungiinstig aus und
stellen erfahrungsgemifl ein Symptom der Tumorprogression dar (Szymendera,
1970). Spontane Hypercalcimien werden in etwa 10% bei Mammacarcinom
beobachtet (Jessiman, Emerson, Shah und Moore, 1963). Bei Brustdriisencarci-
nomen mijt Skeletmetastasen wird die Hypercalcimie als Ausdruck der Osteolyse
und bei dem Fehlen von Knochenmetastasen als paraneoplastisches Syndrom
gedeutet, das durch einen im Tumor gebildeten, parathormonahnlichen Wirkstotf
ausgelost wird (Gordan u. Mitarb., 1966).

Angesichts dieser Wirkungsmechanismen und der vielfdaltigen Angriffspunkte
im Calciumstoffwechsel der Mamma sollen folgende Fragen experimentell gepriift
werden:

1. Welche morphogenetische Wirkung hat Dihydrotachysterin auf die weib-
liche Brustdriise der Ratte ¢

2. Hat der Effekt von Dihydrotachysterin Bedeutung fur die Pathologie der
Brustdrise des Menschen ¢
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Material und Methoden

Die Versuche wurden an 60 weiblichen, juvenilen, nicht kastrierten 100 g schweren
Sprague-Dawley-Ratten einer Mainzer Tierzuchtanstalt in 6 Gruppen zu je 10 Tieren durch-
gefuhrt. Fatterung durch Standardfutter (Altromin®). Trinkwasser ad libitum.

Die Proliferation des Brustdrisengewebes wurde durch tdgliche intramuskulidre Injektion
eines Ostrogen-Progesteron-Gemisches 1:200; 5 ng Ostrogen (Progynon B oleosum Schering),
1 mg Progesteron (Proluton Schering) vom 1. bis 10. Versuchstag erreicht. Als Hypercaleimie-
faktor erhielten die Tiere AT 10 (kristallisiertes Dihydrotachysterin (DHT) der Firmen
Bayer, Merck) peroral durch Schiucksonde am 10. Versuchstag.

. Gruppe: Kontrolltiere.

. Gruppe: Ostrogen-Progesteron- Behandlung.

. Gruppe: wie 2. und '/, mg DHT pro 100 g Korpergewicht.
. Gruppe: wie 2. und !/, mg DHT pro 100 g Kérpergewicht.
. Gruppe: ¥/, mg DHT pro 100 g Kérpergewicht.

. Gruppe: !/, mg DHT pro 100 g Korpergewicht.

Tétung durch Entbluten in Athernarkose: 11. (2), 13. (3), 15. (3), 17. Versuchstag
(2 Versuchstiere).

Fir die histologischen Untersuchungen wurde in neutralisiertem Formol-Alkohol fixiert.
Einbettung in Paraffin. Farbung mit Hémalaun-Eosin, PAS-Reaktion, Kossa-Reaktion.
Calciumnachweis nach Voigt.

Histometrische Auswertung. Punkt-Zahl-Verfahren nach Chalkley (1943) (Netzeinteilung
nach Attardi, je 15 Netze zu 25 Zshlpunkten pro Versuchstier) zur Bestimmung von
Parenchym-, Fett- und Bindegewebsverteilung. Weite der Alveolen (bei Gruppe 2—4 ge-
messen) durch je 50 Einzelmessungen pro Tier mit dem Ocularmikrometer der Firma Zeiss;
es wurden nur gut abgrenzbare, kreisrunde Alveolenanschnitte ausgemessen.

Chemisch-analytische Untersuchungen'. Gewichtskontrolle. Flammenphotometrische Serum-
Calcium-Bestimmung. Feucht- und Trockengewichtsbestimmung der linken abdominalen
Mamma (Parameter des Trockengewichts: Mamma nach Trocknen im Brutschrank bei 80° C
bis zur Gewichtskonstanz). Flammenphotometrisch erfafibarer Gesamt-Calciumgehalt der
Mamma nach Sdureveraschung.

Elektronenmirksokoptsche Untersuchungen wurden bei Tieren der Gruppen 1, 2 und 3 vor-
genommen. Die Gewebsstiicke wurden der rechten abdominalen Mamma entnommen, auf
1 mm Kantenlinge zurechtgeschnitten, in 5% Glutaraldehyd vorfixiert, in 1%igem Osmium-
tetroxyd nachfixiert. Einbettung in Durcupan. Herstellung von Ultradiinnschnitten auf dem
Reichert-Mikrotom, Schnittkontrastierung mit Bleicitrat und Uranylacetat. Untersuchung
im Ehniskop I von Siemens.

S TU R W N =

Ergebnisse

1. Makroskopische Befunde. Bei juvenilen Kontrolltieren ist bis auf die groBlen
Milehgénge in der Umgebung der Mamille Driisenparenchym makroskopisch nicht
erkennbar. Unter der Wirkung von Ostrogen und Progesteron (2. Gruppe) bildet sich
nach wenigen Tagen ein insuldres, aus Lappchen bestehendes Parenchym aus,
das mit zunehmender Proliferation zu flichenhaften Driisengruppen konfluiert.

Ostrogen, Progesteron und DHT (Gruppe 3 und 4) fithren am 15. und 17. Ver-
suchstag zu einer Verbreiterung des Parenchympolsters der Mamma, das eine
sulzige Beschaffenheit zeigt und etwa 2 mm stéirker ist als nach alleiniger Ostrogen-
Progesteron-Applikation (Gruppe 2).

Die mit DHT ohne Vorbehandlung mit Sexualhormonen stimulierten Brust-
driisen (Gruppe 5 und 6) weisen vom 15. Tag an eine breite, etwa 1,5 mm messende
und aus Drisen- sowie Fettgewebe bestehende Schicht in der Subcutis auf.

1 Herrn Prof. Dr. Beiermann, Chem. Inst. der Univ. Mainz, sei fur freundliche Hilfe bei der
Durchfiithrung dieser Untersuchungen vielmals gedankt.
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Driisengéinge bei Kontrolltier. Vergr. 230 x. b Lobuldrer Proliferationszustand nach 10tigiger
Ostrogen-Progesteron-Behandlung. ¢ Ostrogen, Progesteron und DHT-Wirkung am 15. Tag.
Vermehrte Sekretion, Ektasie der Alveolen, Absetzen des Milcheiwei von dem leichteren
Milchfett (Pfeil). d Darstellung des Calcium, Voigt-halbpolarisiert. Paratff. HE. Vergr. 70 x

2. Histologische Untersuchungsbefunde. Die juvenilen Kontrolltiere (Gruppe 1)
zeigen ein tubuldres Driisenmuster, wobei die Génge von schmalen bindegewebi-
gen Scheiden umgeben sind und keinerlei sekretorische Aktivitdt erkennen lassen
(Abb. 1a).



Abb. 2. Proliferationszustand der Mamma nach alleiniger DHT-Wirkung am 5. Tag nach
Applikation. Form. Paraff. HE. Vergr. 70 X

Ostrogen und Progesteron (Gruppe 2) 16st eine Proliferation zu Driisenlippchen
aus, die mit der Sekretion eines fett- und eiweiBlhaltigen Sekretes verbunden ist.
Das zwischen den insuldren Driisengruppen lokalisierte Fett- und Bindegewebe
schwindet mit Ausdehnung des Parenchyms (Abb. 1b). Vom 11.—15. Versuchstag
nimmt der Durchmesser der Alveolen um das 2—3fache zu. Die Driisenepithelien
enthalten groBe Fetttropfen, die in die Lumina abgegeben und von hier in die
groflen Milchgdnge abtransportiert werden. Daher sind die Génge ektatisch und
zumeist sekretreich.

Der histochemische Calciumnachweis nach Voigt bringt in Gruppe 1 und 2
vereinzelt diffus verteilte, polarisationsoptisch doppelbrechende Kristalle zur Dar-
stellung. v.Kossa-Reaktion negativ.

3. DHT nach Vorbehandlung mit Ostrogen und Progesteron (Gruppe 3 und 4)
bewirkt eine evidente Steigerung der sekretorischen Aktivitét, die sich darin duBert,
daf} schon 1 Tag nach DHT-Applikation das Fettgewebe durch ein proliferierendes
und verstdrkt sezernierendes Driisenparenchym weitgehend verdringt wird. Die
Lumina der Alveolen sind mikroskopisch stark erweitert, sekretreich, wobei sich
runde grofle Fettkugeln von einem homogenen grauen Sekret abheben (Abb. 1¢).
Starker als ohne DHT zeigt sich in Alveolen und Géngen eine sog. Spiegel-
bildung (nach Richardson, 1948). Die Driisenepithelien enthalten zumeist runde
Fetttropfen und sind infolge Dehnung der Alveolen abgeflacht. Diese Verdnde-
rungen sind in Gruppe 3 mit der hoheren DHT-Dosis von '/, mg pro 100 g
Korpergewicht starker ausgeprigt als in Gruppe 4. Vom 15. Versuchstag an be-
steht das Drisengewebe aus dichtstehenden und weitgehend gleichmaBig diffe-

11 Virchows Arch, Abt. A Path. Anat., Bd. 356
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Abb. 3. Darstellung der MeBwerte von Alveolenweite und Parenchymanteil nach Ostrogen-
Progesteron-Behandlung (linke Seite) und unter zusétzlicher DHT-Wirkung (rechte Seite)

renzierten Alveolen, die einer laktierenden Mamma mit geringer Galaktostase ent-
sprechen.

Der histochemische Calciumnachweis nach Voigt zeigt, daf das Sekret reichlich
polarisationsoptisch doppeltbrechende Kristalle enthélt (Abb. 1d). Stellenweise er-
gibt auch das Epithel und das Interstitium eine feinkdrnige positive Reaktion.
Schollige Kalkabscheidungen fehlen. Kossa-Reaktion negativ.

Die DHT-Wirkung ohne zusitzliche hormonale Stimulation (Gruppe 5 und 6)
suBert sich in einer Proliferation und Ektasie des Gangsystems, in der Aus-
bildung von kleinen Driisensprossen und in einer Vermehrung des circumductalen
Bindegewebes (Abb. 2). Driisenldppchen -—— wie in Gruppe 3 und 4 — bilden
sich unter der alleinicen Wirkung von DHT bei unterschiedlicher Dosierung
nicht aus. Die erweiterten Gangstrukturen enthalten mikroskopisch kein Sekret.
Auch in den Epithelzellen ist eine Fettsynthese nicht nachweisbar. Bemerkenswert
ist die Zunahme des Bindegewebes und der mesenchymalen Zellen in Stroma
und Fettgewebe.
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Abb. 4. Darstellung der MeBwerte von Parenchym, Binde- und Fettgewebe nach alleiniger
DHT-Wirkung der angewendeten Dosierung im Vergleich zu den Kontrolltieren

Nach dem Voigtschen Nachweis ist freies Calcium in den proliferierten Paren-
chymschichten erfaBibar.

4. Histometrische Untersuchungen. Die mit Hilfe des Punkt-Zihl-Verfahrens ermittelten
Treffer ergeben eine signifikante Vermehrung des Parenchymanteils unter dem Einflu von
DHT. Gleichzeitig ist eine Verminderung des Fett- und Bindegewebsanteils nachweisbar, die
unter DHT wesentlich stiirker ausgeprigt ist als nach alleiniger Ostrogen-Progesteron-Be-
handlung. Die MeBwerte der Alveolenweite liegen im Vergleich zu Gruppe 2 nach DHT héher,
sie erwiesen sich statistisch als nicht signifikant (Abb. 3). Gegeniiber den Kontrolltieren lassen
die Tiere nach alleiniger DHT-Applikation (Gruppe 5 und 6) einen dosisabhiéngigen Pro-
liferationszustand des Parenchyms und des Bindegewebes erkennen, der am 5. Versuchstag
am deutlichsten ist und am 7. Tag geringe Involutionserscheinungen zeigt (Abb. 4).

5. Chemisch-analytische Untersuchungen. Der Serum-Calcium-Spiegel schwankt bei Kon-
trolltieren und hormonbehandelten Ratten um 5 mval/l. DHT erzeugt eine Hypercalcimie
mit Maximum am 3. Tag nach Applikation (Abb. 5). Das AusmaBl der Hypercalcimie ist
dosisabhingig: bei héherer DHT-Dosis werden héhere Serum-Calcium-Werte gefunden.

Der Calciumgehalt des gesamien Brustdriisengewebes bezogen auf das Trockengewicht be-
tragt nach 10 Tage dauvernder hormonaler Stimulation 0,05 mval Calcium pro g Gewebe. Mit
zunehmender sekretorischer Umwandlung der Driise sinkt der Calciumgehalt pro g Gewebe ab.

Nach Ustrogen- Progesteron- Behandlung und zusitzlicher DHT-Gabe betriigt der Gesamt-
Calcium-Gehalt des Brustdriisengewebes das 1,5fache und sinkt mit fortschreitender sekre-
torischer Umwandlung in gleicher Weise ab wie bei reiner Hormonbehandlung (Abb. 5).

Bezogen auf das Trockengewicht ist der Calciumgehalt bei DHT-Behandlung relativ
groBer als in bezug auf frisches Gewebe. Dies liegt an einer verstéirkten Wassereinlagerung
in das Mammagewebe bei DHT-Applikation. Aus DHT-behandelten Mammae konnte 10%
mehr Wasser abgedampft werden als bei reiner Hormonproliferation (Abb. 5).

6. Elektronenmikroskopische Beobachtungen. Im Vergleich zu unbehandelten
Kontrolltieren tritt unter der Wirkung von Ostrogen und Progesteron eine Wand-
lung der Zellstruktur ein, die durch Merkmale der Proliferation und Sekretion
gekennzeichnet ist (Lit. Béssler, 1970). Dabei ist die Cytomorphologie des Driisen-
epithels vom 11.-—17. Tage der Versuchsanordnung nahezu gleich. Am 13. und
15. Tag der Ostrogen- Progesteron- A pplikation (Gruppe 2) hat das Epithel kubische
Formen und wolbt sich mit halbrunden oder kugelférmigen Fortsitzen in das
Driisenlumen vor. Das Cytoplasma ist ausgefiillt mit runden und ovalen Fett-

11*
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Abb. 5. Ergebnisse der chemischen Untersuchungen des Driisengewebes nach Ostrogen-Pro-
gesteron-Behandlung (linke Seite) und unter zusitzlicher DHT-Wirkung (rechte Seite)

tropfen, die als leere Aussparungen imponieren (Abb. 6). Deren Begrenzung ist
scharf und wird nicht durch eine eigene Membran, sondern von Bestandteilen des
Zellplasma gebildet. Hier befinden sich massenhaft freie und an das endoplasmati-
sche Reticulum gebundene Ribosomen sowie Mitochondrien mit gleichméaBiger
Cristastruktur und kontrastreicher Matrix.

In der Umgebung der Fetttropfen zeigen sich homogen-strukturierte und
kontrastreiche Liysosomen. Daneben treten mit zunehmender Wirkungsdauer der
Geschlechtshormone Cytosome unterschiedlicher Gréfle und Innenstruktur auf.
Diese Einschliisse sind solitédr oder in kleinen Gruppen von 5—20 vorhanden und
weisen wirbelformig oder konzentrisch angeordnete Lipoidprotein-Lamellen auf,
kleinere kontrastreiche Einheiten mit einer kontrastschwachen Matrix, wobei sich
topische und pathogenetische Uberginge zu Fetttropfen ableiten lassen. Ver-
einzelt treten auch Cytosegrosomen hervor, die degenerierte Teile von Epithel-
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Abb. 6. Ausschnitt einer Driisenalveole nach Ostrogen-Progesteron-Behandlung am 15. Tag.
Epithelzellen enthalten zahlreiche Fetttropfen (F), im apikalen Cytoplasma unterschiedlich
gestaltete Cytosomen (C). Im Lumen ein kolostrales Sekret. Mitose am oberen Bildrand

(MI), Anschnitt einer hellen Zelle (HZ). Archiv-Nr. 290/70; Vergr. el.-mikr. 2000, Abb.
4600

zellen mit Kernen und Ergastoplasma enthalten. — Die Golgi-Felder sind in der
Regel klein, die Zisternen leer. Zeichen einer Synthese von partikuldren Eiweil3-
korpern, die dem Casein entsprechen, wurden nicht nachgewiesen. — Das die
Driisenlumina ausfillende, fein- und grobkérnige kontrastreiche Material weist
weder die distinkten Formen des Caseins noch die ausgebildeter Milchfettkugeln



Abb. 7. a Driisenalveole nach Ostrogen-Progesteron-Vorbehandlung und 5tagiger Wirkung
von DHT (15. Tag). Erweiterung des Driisenlumens mit Ablagerung groBer Fetttropfen (#)
und Caseingranula (K). Das Epithel ist abgeflacht und zeigt reichlich kleinere Fetttropfen
sowie Cytosome. Arch.-Nr. 332/70. Vergr. el.-mikr. 2100, Abb. 4830. b Driisenepithelsaum
mit starker Ausbildung des Ergastoplasmas und von Golgifeldern (@), die reichlich Casein-
granula enthalten. Myoepithelzelle (M Y). Arch.-Nr. 426/70, Vergr. el.-mikr. 2800, Abb. 6440
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Abb. 8. Driisenalveole mit diffuser Kalkabscheidung in Form eines kontrastreichen Materials

(K). Daneben vermehrt Mitochondrien, vereinzelt in Teilung begriffen und von unterschied-

licher GroBe und auffillig heller Matrix. Stellenweise intramitochondriale Ablagerungen

(Pfeile). Im Driisenlumen (L) kontrastreiches feinkdrniges Sekret. Arch.-Nr. 427/70, Vergr.
el.-mikr. 3200, Abb. 7360

auf. Morphologisch entspricht dieses Sekret einer dem Colostrum vergleichbaren
waBrig-fliissigen und einer durch osmiophile Partikel charakterisierten fettreichen
Phase. — Die Zellkerne sind rund oder oval und werden durch die grof3e Zahl der
gebildeten Fetttropfen in der Zelle hiufig deformiert. Die noch fortwihrende Ver-
mehrung des Epithels dulert sich in dem Auftreten von Mitosen (Abb. 6).
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Abb. 9. Mitochondrien unterschiedlicher Gro8e aus Driisen mit Kalkablagerungen nach
Ostrogen, Progesteron, DHT-Behandlung. a Kleines Mitochondrium mit erhaltener Crista-
stroktur und amorphen kontrastreichen Ablagerungen. GréBeres Mitochondrion mit fehlender
Cristastruktur und granulidren Kalkablagerungen an und in der AuBenmembran. Arch. Nr.
351/70; el.-mikr. Vergr. 12000. Abb. 27600. b Stark vergréBerte Mitochondrien mit Verlust
der Cristastruktur und herdférmiger kontrastreicher Einlagerung an der Innenseite und
AulBenmembran. Arch.-Nr. 342/70. Vergr. el.-mikr. 15000, Abb. 27600

7. Die Wirkung von DHT nach Vorbehandlung mit Ostrogen und Progesteron
(Gruppe 3) dubert sich in einer quantitativen und qualitativen Verénderung der
Sekretion mit Ausbildung grofer Fetttropfen von 2-—10 my im Durchmesser, die,
den Verhéltnissen der Lactation entsprechend, von einem Plasmalemm umgeben
und in das erweiterte Driisenlumen abgegeben werden (Abb. 7). Die Ausfiillung
des Lumens mit Sekret bewirkt eine Abflachung und Kompression des Epithels.
Herdférmig sind die Zeichen einer akuten Sekretstauung und Auflésung von
Epithelzellen feststellbar. — Anstelle des ungleichméBig partikulierten Sekretes
nach alleiniger Ostrogen-Progesteron-Wirkung enthilt nun das Sekret auBer groBen
Fetttropfen zahlreiche 100—200 mp messende, weitgehend gleichméflg be-
schaffene, kugelformige Partikel, die dem Casein entsprechen (Abb. 7a). Dafir
spricht die Erweiterung der Golgifelder, in denen diese Eiweille synthetisiert
werden, ferner eine herdférmige Vermehrung des Ergastoplasmas in den Zellen,
in denen kleinere Fetttropfen zugunsten der Bildung groBer Fetttropfen freige-
setzt worden sind (Abb. 7b). In einem Teil der untersuchten Driisenalveolen
weisen die Epithelzellen ungewohnliche, kontraststarke, feingranulire Einlagerun-
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Abb. 10a u. b. Cytoplasmaausschnitte aus stark calcifizierten Arealen. a Granuldre-poly-
cyclische Kalkabscheidung im Cytoplasma, ortlich auf das Randgebiet eines Mitochondriums
mit erhaltener Cristastruktur tibergreifend. Arch. Nr. 487/70. Vergr. el.-mikr. 15000, Abb.
34500. b VergroBerte Mitochondrien mit aufgehobener Cristastruktur und starker Kalkab-
lagerung an aufgesplitterten AuBenmembranen und herdférmig in der marginalen Mitochon-
drien-Matrix. Arch.-Nr. 342/70; Vergr. el.-mikr. 15000, Abb. 34000

gen auf, die jeweils die Zellen der gesamten Alveolencircumferenz ausfiillen
(Abb. 8). In diesen Zellen tritt ein unregelméfiges und von den sekretorisch-aktiven
Zellen unterscheidbares Kernmuster mit groben Chromatinschollen hervor. Auf-
fallig ist vor allem eine Vermehrung von Mitochondrien unterschiedlicher Grofe
(500—3500 my.), heller Matrix und reduzierter oder fehlender Cristastruktur. Ge-
legentlich finden sich Teilungsvorginge der Mitochondrien (Abb. 8). Das Ergasto-
plasma dieser Zellen ist stark zurtickgedringt oder iiberlagert durch die Akku-
mulation eines kontrastreichen Materials. Bei starker Vergrofierung erweist sich
dieses als fein- und grobgranuldr, értlich als nadelférmig-kristallin, das an cyto-
plasmatischen Membranstrukturen eines alterierten, zumeist glatten endoplas-
matischen Reticulum und bevorzugt an den Innenflichen der Aullenmembranen
der Mitochondrien angelagert ist (Abb. 9, 10). Diese Aullenmembranen sind in den
groferen Mitochondrien bei génzlicher Aufhebung der Cristastruktur vervielfacht
(Abb. 10b). Von diesen AuBenschichten greifen diese Abscheidungen herdférmig
auf die Matrix iiber. Teilweise treten kontrastreiche Verdichtungen auch an den
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erhaltenen Cristae auf (Abb. 9a, b). Die im Zellplasma befindlichen Fetttropfen
erscheinen morphologisch nicht verédndert. Das Driisenlumen enthélt feingranulére,
kontrastreiche Sekretionsprodukte, die sich von den oben beschriebenen Fettkugeln
und Caseingranula unterscheiden (Abb. 8a).

Diskussion

Die Ergebnisse der experimentellen Untersuchungen besagen, dal DHT auf das
Driisenparenchym stimulierend wirkt, indem es bei juvenilen, nicht kastrierten
Tieren die Proliferation der Milchgénge und Sprossen anregt und nach Vorbe-
handlung mit Geschlechtshormonen einen evidenten sekretionsférdernden Impuls
zeigt.

1. Der proliferative Effekt wird bei unbehandelten Tieren deutlich und ist
histologisch einer mehrtigigen Ostrogenapplikation vergleichbar. Dafiir spricht
die Proliferation und Ektasie der Génge, die Vermehrung der Gangsprossen und
die Ausbildung bindegewebiger Scheiden (Abb. 2), Zeichen einer Sekretion konn-
ten jedoch nicht nachgewiesen werden. Bei beiden Dosierungen von DHT rea-
gieren die Driisen &hnlich. Sie erreichen am 5. Tag das Maximum ihrer Aus-
bildung und bilden sich am 7. Tag allméhlich zuriick (Abb. 4).

2. Die sekretionsfordernde Wirkung des DHT ist eine synergistische, die erst
nach Vorbehandlung mit Ostrogen-Progesteron eintritt und histologisch wie histo-
metrisch mit einer Vermehrung der Parenchymflichen, mit Ektasie der Driisen-
alveolen und gesteigerter Sekretion verbunden ist (Abb. 1, 3). Die physiologische
Bedeutung eines konstanten Parathormonspiegels fiir die Lactation geht aus
Untersuchungen von Cowie und Folley (1961) hervor, wonach die Milchmenge
nach Parathyreoidektomie abnimmt. DHT bewirkt nach Djojosoebagio und Tur-
ner (1964) eine verstirkte Lactation mit Mobilisation von Serumecalcium und in
Kombination mit Geschlechtshormonen eine Stimulierung der Driisenproliferation
mit Erhéhung von DNS (v. Berswordt-Wallrabe und Turner, 1960). Ein sog. Ab-
satzeffekt nach vorangehender Hormonbehandlung ist fur die Wirkung des DHT
auf die Driisenzelle der Mamma deshalb unwahrscheinlich, weil sich Zellbild und
Sekret unter dem Einflull dieses Hormons quantitativ und qualitativ 4ndern: Die
polytope intracellulire Fettsynthese mit Abscheidung eines kolostralen Sekretes
im Drasenlumen nach Applikation von Geschlechtshormonen gewinnt unter DHT-
Wirkung Aspekte einer Lactation mit Ausbildung groBer Fettkugeln, Hervor-
treten eines rauhen Ergastoplasmas und Golgifeldes, in dem Caseingranula ausge-
bildet werden. Demgemdf wandelt sich das Driisensekret und enthalt die in
Abb. 7 dargestellten Bestandteile der Milch, die aus elektronenmikroskopischen
Untersuchungen iiber die Feinstruktur der Mamma lactans bekannt sind (Barg-
mann und Knoop, 1959; Biéssler, 1961 ; Helminen und Ericsson, 1968).

Stimulierende Wirkungen einer akuten Hypercalcdmie auf exokrine Driisen sind aus
pathophysiologischen Untersuchungen bekannt geworden: Die Syntropie Hyperparathyreoi-
dismus und Ulcera peptica ventriculi et duodeni (in etwa 10%) konnte dadurch geklirt
werden, daB die Hypercalcdmie die Sekretion von Saure und Pepsinogen des Magens steigert

(Ottenjann, Widmaier u. Demling, 1963; Ward, Adesola und Welbourn, 1964; Barreras und
Donaldson, 1967).
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Am Pankreas wiesen Goebell, Steffen, Baltzer, Schlott u. Bode (1972) bei Menschen mit
normaler Enzymsekretion unter einer akuten Hypercalcimie eine Steigerung der Sekretion
aller Enzyme um etwa 100% mnach. Chronische Hypercalcimie bei Hyperparathyreoidismus
kann dagegen zu Schidigungen der Enzymsekretion des Pankreas fihren (Goebell, Horn,
Bode u. Grossmann, 1970) und Voraussetzung fur eine Pankreatitis werden (Seifert, 1965).

Far die Sekretion der Speicheldriisen nach Acetylcholin-Reizung heben Douglas und
Poisner (1962) die Bedeutung des Calciums als Stimulans hervor.

Aus der Pathologie der Brustdriise des Menschen liegen im Schrifttum (Lit. Bissler,
1970) keine Mitteilungen iiber atypische Sekretionsvorgénge bei akuter oder chronischer Hyper-
calcimie vor.

Eine Galakiorrhoea hypercalcaemica bei einer 47 Jahre alt gewordenen Frau
mit beidseitigen Cystennieren und tertidrem Hyperparathyreoidismus, chronischer
Hypercalecdmie und hochgradiger metastatischer Calcinose wurde im Path. Inst.
Mainz (Sekt.-Nr. 494/71) beobachtet und wird ausfibrlich an anderer Stelle mit-
geteilt: Die Brustdriisen zeigten eine lobulire Hyperplasie, Merkmale einer Sekre-
tion, ektatische Génge, die von Sekret ausgefillt waren. Dieses gelbgraue Sekret
floB beim Einschneiden in die Brustdriise reichlich ab und besteht aus einem fett-
und eiweiBhaltigen, histologisch eindeutig unterscheidbaren Anteil.

Die einer Induktion oder Stimulation der Driisensekretion in der Mamma
durch DHT zugrunde liegenden Mechanismen konnten durch die beschriebenen
Versuche zwar nicht geklart werden, zeigen aber zwei Angriffspunkte an: 1. Nach
Gerlach und Themann (1965) 16st DHT eine Steigerung der Capillarpermeabilitét
aus und erklart die vermehrte Wassereinlagerung in das Driisengewebe. Daf} ein
calciumreicher Saftstrom in die Driisenzelle allein fiir die proliferative und sekre-
tionsfordernde Wirkung verantwortlich zu machen ist, erscheint nach experimen-
tellen Erfahrungen jedoch unwahrscheinlich. 2. Der mammotrope, éstrogendhn-
liche Effekt auf die juvenile Mamma und EinfluB auf die Qualitit der Sekretion
nach hormonaler Vorbehandlung durch DHT weisen auf einen gemeinsamen
Receptor in der Driisenzelle hin. Dieser Sachverhalt kann durch die sterische Ahn-
lichkeit der Molekiile zwischen DHT und Sexualsteroiden erklart werden.

In dieser Sicht konnte die infauste Prognose bei Mammacarcinomen mit thera-
pieresistenter Hypercalcimie dahingehend gedeutet werden, dal die aus Mamma-
carcinomen von Gordan u. Mitarb. (1966) isolierten, osteolytisch wirkenden Sterole
dem DHT verwandt und in der Lage sind, dstrogenabhéngige Carcinome in ihrer
Progression zu forcieren.

3. Die experimentelle Hypercalcimie hat herdformige Colcifikationen in Alve-
olengruppen der sezernierenden Brustdriisen hervorgerufen, die den histochemisch
nach Voigt (1957) erfallbaren Ablagerungen von doppelbrechenden Kristalliten
entsprechen. Elektronenmikroskopisch sind die kontrastreichen, feingranuldren
und angedeutet nadelformigen Abscheidungen in den Epithelzellen der Driisen-
alveolen nahezu gleichmaBig ausgepragt und im Cytoplasma extramitochondrial
in topischer Beziehung zu glatten Lipoproteidmembranen lokalisiert, die sie hiufig
iiberdecken. Sodann treten gleichartige Ablagerungen in stark vergréferten Mito-
chondrien, und zwar entlang der gedoppelten oder vervielfachten AufBlenmem-
branen auf (Abb. 10b). Wenn auch nur selten die Cristae mitochondriales von
Pricipitaten betroffen sind, so wird in diesen Untersuchungen als bevorzugter An-
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griffs- und Deponierungsort der DHT-Wirkung die Membranstruktur der Mito-
chondrien (AulBenmembran) und des endoplasmatischen Reticulum deutlich.

Die in zahlreichen Untersuchungen iiber die experimentelle Nephrocalcinose
dargestellten, bis 2000 A langen Apatitkristallnadeln (Caulfield und Schrag, 1964 ;
Giacomelli, Spiro und Wiener, 1964 ; Gerlach und Themann, 1965) liegen in dieser
Form in der Mamma weder extra- noch intramitochondrial vor. Uberwiegend
werden granuldr-polycyclische Einlagerungen festgestellt, die nur in den Rand-
zonen der Mitochondrien kurz-nadelige Formen erkennen lassen und hier an
Apatit erinnern (Abb. 10a, b). Die von Caulfield und Schrag (1964), Dufty,
Suzuki und Churg (1971) nach Calciumgluconat, von Giacomelli u. Mitarb.
(1964) nach Vitamin D-Applikation beschriebenen amorphen und granuldren Ver-
kalkungen entsprechen den eigenen Befunden und zeigen somit Calciumphosphate
und -carbonate an.

Die Calciftkation in der Mamma ist mit einer Vermehrung, Schwellung und
Crista-Atrophie der Mitochondrien verbunden, die teilweise so zahlreich sind, daB sie
das gesamte Cytoplasma ausfillen (Abb. 8).

Gleichartige Reaktionen der Mitochondrien, und zwar bevor eine Calcifikation
nach Calciumgluconat sichtbar wird, beschreiben Duffy u. Mitarb. (1971) im
Tubulusepithel bei der akuten Calciumnephropathie. Dieses Verhalten der Mito-
chondrien ist auf eine Wasseraufnahme zurickzufithren, die mit einer Calcium-
fluxe gekoppelt ist, dem eine Précipitation des Calciums an den inneren Mem-
branen folgt (Greenawald, Rossi und Lehninger, 1964). Eine dadurch initiierte
Hemmung der oxydativen Phosphorylierung fithrt nach Duffy u. Mitarb. (1971)
zu Storungen in der Energieproduktion und damit zu Voraussetzungen tubuldrer
Zellnekrosen.

Die experimentellen Untersuchungen zur Pathogenese intramammérer Ver-
kalkungen fiigen sich in den Rahmen bisheriger Studien ein, die bevorzugt am
Tubulusepithel der Niere vorgenommen worden sind. Die metabolische Ausgangs-
lage eines Organs zum Zeitpunkt der DHT-Wirkung macht Besonderheiten in der
Pathomorphologie der Calcifikation verstidndlich, die fir die Mamma auf den
gleichzeitigen Einflul mammotroper Steroide zuriickzufithren sind.

Die Interpretation der Versuchsergebnisse und des Schrifttums 148t die ein-
leitend gestellten Fragen beantworten:

1. Die Wirkung von DHT auf die weibliche Mamma von Ratten zeigt sich
bei juvenilen, nicht kastrierten Tieren in einer Proliferation von Milchgdngen und
Gangsprossen. Nach Ostrogen-Progesteron-Behandlung hat DHT einen sekretions-
fordernden Effekt mit Abgabe eines qualitativ der Lactation vergleichbaren
Sekretes. Als Ausdruck der Mobilisation des Calciumstoffwechsels tritt eine herd-
formige Calcinose der Mamma mit Calciumabscheidungen an Lipoproteidmem-
branen hinzu.

2. Hyperparathyreoidismus mit chronischer Hypercalcdmie kann bei Menschen
eine Galaktorrhoe ausléosen. Mammacarcinome mit therapieresistenten Hyper-
calcimien haben eine besonders ungiinstige Prognose und werden auf parathormon-
ahnliche, osteolytisch wirkende Sterole als tumoreigene Wirkstoffe zurickgefiihrt.
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