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Vergleich der Wirkung von acht Gestagenen
auf die estradiolinduzierte Proliferation humaner
Brustkrebszellen

H. Seeger, D. Wallwiener, A. 0. Mueck

Der Einflu8 von Progesteron und verschiedenen synthetischen C19- und C21-Gestagenen auf die Proliferation einer menschlichen Brustkrebszell-
Linie wurde untersucht. Von speziellem Interesse war dabei der Vergleich der zwei verschiedenen Regime, die bei der HRT vorwiegend angewandt
werden, namlich die sequentielle und kontinuierliche Estrogen/Gestagen-Kombination. Als Zellmodel wurde die menschliche estrogenrezeptorpositive
Zell-Linie MCF-7 verwendet. Progesteron (P), Chlormadinonacetat (CMA), Dienogest (DNG), Gestoden (GSD), 3-Keto-Desogestrel (KDG), Levonorgestrel
(LNG), Medroxyprogesteronacetat (MPA) und Norethisteron (NET) wurden sowohl im therapeutischen als auch im pharmakologischen
Konzentrationsbereich in sequentieller und kontinuierlicher Kombination mit Estradiol untersucht. Die Zellproliferation wurde mittels ATP-
Chemosensitivitdts-Test bestimmt. In sequentieller Kombination mit Estradiol war nur CMA in der Lage, (iber den gesamten Konzentrationsbereich
eine Hemmwirkung zu erzielen. Ahnliche Effekte wurden fir DNG, GSD und KDG gefunden, wohingegen P und MPA nur in der héchsten Konzentration
von 10 uM eine Hemmung bewirkten. LNG und NET zeigten keine signifikante Hemmwirkung bei sequentieller Kombination. Bei kontinuierlicher
Kombination mit Estradiol zeigten P, CMA, GSD, KDG und LNG eine Hemmwirkung tiber den gesamten Konzentrationsbereich. Fiir DNG und MPA
wurden nur geringe Wirkungen festgestellt, wohingegen NET keine signifikanten Effekte zeigte. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, daf8 sowohl!
Gestagenart als auch Applikationsmodus das Brustkrebsrisiko unter HRT beeinflussen kénnen. Allerdings sind die Hemmwirkungen samtlicher getesteten
Gestagene in den klinisch relevanten Konzentrationen relativ gering, so dal8 bezweifelt werden kann, ob unter HRT eine Risikoreduzierung von
Brustkrebs erzielt wird. Andererseits ist unter den getesteten experimentellen Bedingungen in der Kombination dieser Gestagene mit Estradiol keine
Stimulierung zu beobachten. Die in einigen klinischen Studien beobachtete, in Absolutzahlen allerdings nur marginale, Risikoerhéhung deutet jedoch
darauf hin, dal8 gewisse individuelle Bedingungen zu einer gestagenbedingten Proliferation fiihren kbnnen. Daher erscheinen auch im experimentellen
Bereich weitergehende Untersuchungen, z. B. zu Stroma-Effekten, notwendig.

Schliisselworter: Estradiol, Gestagene, Proliferation, MCF-7-Zellen

Comparison of the Effect of Eight Progestogens on the Estradiol-Induced Proliferation of Human Breast Cancer Cells. The influence of progesterone
and different synthetic C19- and C21-progestins on the proliferation of a human breast cancer cell line was examined. Of special interest was the
comparison of the two different regimes, that are mainly used for HRT, i.e. the sequential and continuous estrogen/progestogen combination. As
a cell model, the human estrogen-receptor positive cell line MCF-7 was used. Progesterone (P), chlormadinone acetate (CMA), dienogest (DNG),
gestodene (GSD), 3-keto-desogestrel (KDG), levonorgestrel (LNG), medroxyprogesterone acetate (MPA) and norethisterone (NET) were examined
both in the therapeutic and in the pharmacological concentration range in sequential and continuous combination with estradiol. Cell proliferation
was determined using the ATP-chemosensitivity test. Sequentially combined with estradiol, only CMA inhibited cell proliferation over the whole
concentration range. Similar effects were found for DNG, GSD and KDG, whereas P and MPA only caused an inhibition in the highest concentration
of 10 uM. LNG and NET showed no significant inhibitory effect in sequential combination. In continuous combination with estradiol, P, CMA,
GSD, KDG and LNG showed an inhibitory effect over the whole concentration range. DNG and MPA reduced cell proliferation only at 10 uM
whereas NET had no significant effect. Our results indicate that both the progestogen type and application mode may influence breast cancer risk
under HRT. However, the inhibitory effects of all tested progestogens are relatively moderate in the clinically relevant concentrations so that it
can be doubted, whether under HRT a risk reduction is obtained for breast cancer. On the other hand no stimulation was observed under the
tested experimental conditions in the combination of these progestogens with estradiol. The risk increase as observed in some clinical studies,
which in absolute numbers is only marginal, indicates, however, that certain individual conditions may lead to a progestogen-induced proliferation.
Therefore, also in the experimental research area additional investigations, i.e. on stromal effects, appear to be necessary. ] Menopause 2003; 10
(4): 10-3.
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ie Proliferation epithelialer Zellen der menschlichen
Brust steht unter dem Einfluf und der Kontrolle von
Sexualhormonen, das Risiko fir Brustkrebs gilt als wichtig-
ste potentielle Nebenwirkung einer Hormontherapie [1].
Die Diskussion dartiber, inwieweit speziell die Gestagen-
zugabe bei der Hormontherapie dieses Risiko erhoht, be-
steht schon lange [2]. Nachdem aber der Estrogenmono-
arm der WHI-Studie bekanntlich noch nicht abgebrochen
wurde, ist diese Diskussion aktuell erneut entbrannt. Je-
doch sind auch neuere Studien aufgrund zu geringer Fall-
zahlen in den statistisch entscheidenden Subgruppen nur
sehr bedingt in der Lage, zur Aufklarung beizutragen. Die-
ses Problem besteht fiir beide momentan hauptsachlich
gebrauchten HRT-Regime, d. h. fur die sequentielle wie
auch die kontinuierlich kombinierte Estrogen/Gestagen-
Therapie.
Obwohl In-vitro-Studien klinische Studien nie ersetzen
konnen, tragen sie wesentlich dazu bei, Mechanismen
aufzuklaren. Daher haben wir die Wirkung des nattrlichen

Gestagens, Progesteron, und jene von sieben syntheti-
schen Gestagenen, die entweder schon fir die HRT oder
fur die Kontrazeption eingesetzt werden, beziehungswei-
se sich momentan in klinischen Studien fir eine HRT-
Anwendung befinden, auf die estradiolinduzierte Proli-
feration der humanen Brustkrebszell-Linie MCF-7 unter-
sucht. Der Gestagenzusatz wurde dabei in sequentieller
und kontinuierlicher Kombination mit Estradiol gepruft.

Material und Methoden

Estradiol, Progesteron, Chlormadinonacetat, Medroxypro-
gesteronacetat und Norethisteron wurden von der Firma
Sigma bezogen. Gestoden, 3-Keto-Desogestrel und Levonor-
gestrel wurden von Wyeth Pharma GmbH und Dienogest
von Jenapharm GmbH & Co. KG zur Verfligung gestellt.
Die Steroide wurden in Ethanol aufgelost und durch Etha-
nol/PBS-Mischungen verdiinnt, um eine endgiiltige Etha-
nolkonzentration von < 1 % pro Well zu ergeben. MCF-7,
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eine humane, estrogen- und gestagenrezeptorpositive Brust-
krebszellinie, wurde von ECACC, GB, bezogen.

Die Zellen wurden in DMEM modifiziert mit 5 % (v/v)
fotalem Kalberserum, 0,3 mg/ml Glutamin, 5 ng/ml Rinder-
insulin, 100 U/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin
kultiviert. 96er-Platten wurden mit ungefahr 1000 MCF-7
pro Well in Kulturmedium ausgesat. Anschliefend wurden
die Zellen mit Medium, das mit Aktivkohle/Dextran be-
handeltes Serum enthalt, fir 3 Tage kultiviert. Um eine se-
quentielle bzw. kontinuierlich kombinierte HRT zu imitie-
ren, wurden die Zellen entweder mit 10-'© M Estradiol fir
3 Tage und dann mit einer Estradiol/Gestagen-Kombina-
tion fur 4 Tage oder sofort mit einer Estradiol/Gestagen-
Kombination fiir 7 Tage inkubiert. Die Gestagene wurden
in den Konzentrationen von 0,01 nM, 1T nM, 0,1 uM und
10 uM getestet. Nach Inkubation fiir 7 Tage wurde die Zell-
proliferation mittels ATP-Chemosensitivitatstest bestimmt
[3]. Die statistische Analyse wurde mittels ANOVA und
anschliefendem Student’s-t-Test mit den logarithmierten
Werten durchgefihrt .

Ergebnisse

Estradiol allein bewirkte in einer Konzentration von 10-'° M
eine 2- bis 3fache Zunahme der Zellproliferation gegen-
Gber dem Kontrollwert. In Abbildung 1 sind die Ergebnisse
der sequentiellen Estradiol/Gestagen-Kombination darge-
stellt. Die estradiolinduzierte Zunahme wurde durch die
verschiedenen Gestagene unterschiedlich beeinflufft: Pro-
gesteron hemmte die Zellproliferation nur in der hochsten
Konzentration von 10 uM um 23 %. CMA verringerte die
estradiolinduzierte Proliferation tiber den gesamten gete-
steten Konzentrationsbereich, die Werte lagen zwischen
10 und 23 %. DNG zeigte eine zunehmende hemmende
Wirkung mit ansteigender Konzentration, die Werte lagen
zwischen 4 und 15 %. GSD und KDG verringerten die
Zellproliferation in den Konzentrationen 0,01 nM, 1 nM
und 0,1 uM, wiahrend keine Hemmung bei 10 uM gefun-
den wurde. LNG und NET konnten die estradiolinduzierte
Zellproliferation nicht signifikant reduzieren. Fur MPA
wurde nur bei der hdchsten Konzentration von 10 pM eine
hemmende Wirkung beobachtet.

Die kontinuierliche Estradiol/Gestagen-Kombination
zeigte jene Ergebnisse, die in Abbildung 2 dargestellt sind.
Fur alle Estradiol/Gestagen-Kombinationen konnte eine

signifikante Hemmung der Zellproliferation gefunden wer-
den. Die Werte fiir P waren im Bereich von 20 bis 40 %, fiir
CMA zwischen 8 und 25 %, fiir DNG 5 bis 12 %, fiir DSG
zwischen 18 und 32 %, fiir KDG 10 bis 25 %, fiir LNG 5 bis
23 %, fiir MPA 3 bis 23 % und fiir NET zwischen 5 und 8 %.

Diskussion

Zellkulturversuche ergeben oftmals verschiedenartige Er-
gebnisse, die von den genauen experimentellen Bedin-
gungen abhangen. Das Ziel der vorliegenden Untersu-
chung war, erstmals in einem identischen experimentellen
Modell die Wirkung verschiedener Gestagene auf die
estradiolinduzierte Proliferation menschlicher Brustkrebs-
zellen zu untersuchen. Dabei stand der Vergleich einer
sequentiellen Kombination mit derjenigen einer kontinu-
ierlichen Kombination im Vordergrund. Die Ergebnisse
dieser In-vitro-Experimente deuten auf ein unterschiedli-
ches Verhalten von Progesteron und verschiedenen Vertre-
tern der synthetischen C19- und C21-Gestagene auf die
estradiolinduzierte Proliferation hin. Auch konnten Unter-
schiede zwischen einer sequentiellen und einer kontinu-
ierlich kombinierten Gabe verzeichnet werden.

Von den C21-Steroiden zeigte Progesteron sequentiell
kombiniert nur in der héchsten Dosierung von 10 UM eine
geringfugige Hemmung, wohingegen bei kontinuierlicher
Gabe zu Estradiol eine dosisabhéngige inhibitorische Wir-
kung gefunden wurde. Chlormadinonacetat war ahnlich
effektiv in beiden Regimen. MPA schlielich bewirkte
sowohl bei sequentieller als auch bei kontinuierlicher
Kombination nur bei der hochsten Konzentration eine
marginale Hemmwirkung.

Fur die C19-Gestagene Dienogest, Gestoden, 3-Keto-
Desogestrel, Levonorgestrel und Norethisteron wurden eben-
falls differierende Reaktivititen beobachtet. Dienogest, ein
neues C19-Gestagen mit antiandrogenen Eigenschaften,
zeigte einen geringen hemmenden Effekt auf die estradiol-
induzierte Proliferation unabhingig von der Kombinations-
art. Die C19-Gestagene der sogenannten dritten Generation,
Gestoden und 3-Keto-Desogestrel, reagierten sowohl bei
sequentieller als auch bei kontinuierlicher Kombination in
der Hemmwirkung dhnlich. Fir Levonorgestrel fand sich bei
sequentieller Kombination keine Hemmwirkung, wohinge-
gen bei kontinuierlicher Gabe eine relativ starke Hemmung
zu verzeichnen war. Norethisteron hingegen bewirkte in
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Abbildung 1: Hemmung der estradiolinduzierten (10-'°M) Proliferation
von MCF-7-Zellen durch verschiedene Gestagene sequentiell kombiniert
mit Estradiol.

P: Progesteron, CMA: Chlormadinonacetat, DNG: Dienogest, GSD:
Gestoden, KDG: 3-Keto-Desogestrel, LNG: Levonorgestrel, MPA: Medroxy-
progesteronacetat, NET: Norethisteron (Mittelwert + SD; * p < 0,05; p < 0,01
vs. Estradiol allein)

Abbildung 2: Hemmung der estradiolinduzierten (10-'° M) Proliferation
von MCF-7-Zellen durch verschiedene Gestagene kontinuierlich kombi-
niert mit Estradiol.

P: Progesteron, CMA: Chlormadinonacetat, DNG: Dienogest, GSD:
Gestoden, KDG: 3-Keto-Desogestrel, LNG: Levonorgestrel, MPA:
Medroxyprogesteronacetat, NET: Norethisteron (Mittelwert + SD; * p < 0,05;
p < 0,01 vs. Estradiol allein).
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beiden Kombinationsarten eine dhnliche Hemmwirkung,
die allerdings sehr gering war.

Frihere Zellkulturstudien hinsichtlich der Prolifera-
tionswirkung dieser Gestagene erbrachten folgende Ergeb-
nisse: Progesteron zeigte keine bedeutsame Hemmwir-
kung innerhalb eines Konzentrationsbereichs von 107 M
bis 10-'2 M bei An- bzw. Abwesenheit von Estradiol [4].
Unserer Erkenntnis nach ist die Wirkung von CMA und
Dienogest bei MCF-7-Zellen noch nicht untersucht wor-
den. Fur die Zellinie ZR-75-1, die ebenfalls Estrogen- und
Progesteronrezeptoren exprimiert, war fir CMA eine
Hemmung der Zellproliferation beobachtet worden [5].
3-Keto-Desogestrel und Gestoden waren in der Lage, die
Proliferation von MCF-7-Zellen in der Abwesenheit von
Estradiol zu hemmen. Allerdings war bei Anwesenheit von
Estradiol die inhibitorische Wirkung in einem spezifischen
Subklon [6] eingeschrankt. Fur Levonorgestrel wurde die
estradiolinduzierte Proliferation nur in besonderen Sub-
gruppen von MCF-7-Zellen gehemmt [6]. In zwei Studien
wurde die Wirkung von MPA auf die estradiolstimulierte
Proliferation von MCF-7-Zellen untersucht [6, 7], beide
haben eine Hemmung in den hoheren MPA-Konzentratio-
nen gezeigt. Catherino et al. [8] fanden fir NET kombiniert
mit Estradiol eine antiproliferative Wirkung. In der Studie
von Schoonen et al. [6] zeigte NET in Kombination mit
Estradiol keine bedeutsame Hemmung auf.

Einige klinische Studien untersuchten die Wirkung
einer ERT und HRT auf die Proliferation des normalen
Brustepithels. In einer kleinen Studie war fiir Progesteron
bei 14tdgiger Kombination mit Estradiol eine gering-
fugige Hemmung der Proliferation festgestellt worden [9].
Hargreaves et al. fanden weder fiir Estrogen allein noch fiir
die Kombination mit verschiedenen Gestagenen, wie Nor-
ethisteron, Levonorgestrel, Tibolon und MPA, eine signifi-
kante Veranderung bei einer Behandlung postmenopausa-
ler Frauen von bis zu 5,5 Jahren [10]. Im Gegensatz dazu
wurde in einer neuen klinischen Studie fir MPA in Kombi-
nation mit konjugierten equinen Estrogenen eine epitheli-
ale Proliferation bei einer Behandlung von bis zu 20 Jahren
beobachtet [11]. Diese Daten stimmen mit Tierversuchen
Uberein, die die mitogene Wirkung einer Estrogen/MPA-
Kombination untersuchten [12, 13]. Somit bleibt nach wie
vor die Rolle der Gestagenwirkung auf die Epithelprolifera-
tion der normalen Brust unklar, Unterschiede hinsichtlich
der Gestagenart scheinen jedoch von Bedeutung zu sein.

Vor der WHI-Studie [14] waren die meisten epidemio-
logischen Studien zu HRT und Brustkrebsrisiko entweder
ausschliellich oder hauptsachlich mit einer Estrogen-
monotherapie durchgefiihrt worden [15-19]. Bei Verwen-
dung einer kombinierten Estrogen/Gestagen-Therapie war
zwischen den einzelnen eingesetzten Gestagenen oft nicht
unterschieden worden. In den Studien, bei denen zwi-
schen verschiedenen Gestagenen differenziert wurde, wie
zum Beispiel die Magnusson-Studie [17], sind die Fall-
zahlen zu klein fiir eine statistisch fundierte Schluf-
ziehung. In der Magnusson-Studie war die kurzfristige An-
wendung von weniger als 2 Jahren mit einem geringeren
Risiko fuir die kontinuierliche HRT vergesellschaftet, wo-
hingegen die langere Applikation von 10 Jahren und mehr
ein geringeres Risiko fiir die sequentielle HRT anzeigte. In
einer neuen franzosischen Studie [20], bei der eine konti-
nuierliche Anwendung von transdermalem Estradiolgel
mit verschiedenen Gestagenen aufler MPA ausgewertet
wurde, fand sich kein signifikanter Anstieg gegentber der
Kontrollgruppe. Somit diirfte die Diskussion um die Art des
Gestagens noch nicht beendet sein.

Um die Ergebnisse aus den In-vitro-Daten hinsichtlich
einer moglichen Wirksamkeit der verschiedenen Gesta-
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gene auf das Brustkrebsrisiko besser beurteilen zu kénnen,
ist es nutzlich, die entsprechenden Serumkonzentrationen
zu kennen. Fiir die momentan am haufigsten in der HRT
eingesetzten Gestagene, MPA und NETA, finden sich Blut-
konzentrationen im Bereich von 4 x 10 M bis 10-*M fur
MPA [21] und um 108 M [22] fiir NETA. GemaR unseren
Ergebnissen scheinen diese Gestagene in diesem Konzen-
trationsbereich nicht in der Lage zu sein, das Brustkrebs-
risiko signifikant zu verringern. Fur die anderen Gesta-
gene, P, LNG, DNG, GSD, CMA und KDG, miissen &hnli-
che Konzentrationen erwartet werden. Folglich scheint im
klinisch relevanten Konzentrationsbereich eine antiproli-
ferative Wirkung insbesondere fiir die Gestagene GSD und
KDG zu erwarten zu sein.

Fur die Klinik ist es auch von Interesse, dalR neuen
Studien zufolge das Brustkrebsrisiko vom Estradiolstoff-
wechsel beeinflufit werden konnte [23, 24], wobei exoge-
ne Faktoren, z. B. Rauchen, in den Estradiolstoffwechsel
eingreifen und folglich das Risiko [25] verdandern kénnten.
In eigenen Untersuchungen haben wir fir Estradiolmeta-
boliten sowohl proliferative als auch antiproliferative Wir-
kungen auf MCF-7-Zellen [26] gefunden. Andererseits be-
einflullt eine HRT den Estradiolmetabolismus durch die
Applikationsart [27] sowie durch die Gestagenzugabe
[28].

Auffallend ist, dal® in den hier zitierten Experimenten
keine Stimulation der Zellproliferation durch die Gesta-
gene beobachtet wurde. Griinde dieser Diskrepanz zu den
epidemiologischen Studien konnten zum einen Langzeit-
effekte sein, zum anderen aber auch Stroma-Epithelium-
Interaktionen, bei denen Wachstumsfaktoren und deren
Rezeptorexpression eine Rolle spielen. Allerdings haben
wir in eigenen Untersuchungen festgestellt, dal® Estrogene
den wichtigsten primdren mitogenen Faktor hinsichtlich
Brustkrebszell-Wachstum darstellen. Des weiteren scheint
die Kombination von Gestagenen, insbesondere von MPA,
mit Komponenten der equinen konjugierten Estrogene,
eine Stimulierung fordern zu kénnen, wie von uns in vitro
beobachtet wurde [29]. Ein moglicher EinfluR der Estro-
gen- und Applikationsart wird auch durch die Autoren
einer kirzlich publizierten franzosischen Studie unterstri-
chen, in der bei tiber 3000 Frauen kein Risikoanstieg
gefunden wurde, wobei verschiedene Gestagene aufer
MPA mit transdermalem Estradiolgel kombiniert worden
waren [29]. Vermutlich sind spezielle individuelle Konstel-
lationen notwendig, z. B. lokale Produktion von Wachs-
tumsfaktoren und deren Rezeptorexpression und Tumor-
morphologie, um eine Risikoerhohung durch den Gesta-
genzusatz zu beobachten. Dies impliziert, da8 sehr grof3e
Fallzahlen in klinischen Studien notwendig sind, um sol-
che Risiken klinisch zu erfassen, insbesondere in den rele-
vanten Subgruppen.

Zusammenfassend ist zu konstatieren, dal® die Ergebnisse
der vorliegenden In-vitro-Untersuchungen darauf hindeu-
ten, dafl die Gestagene das Brustkrebsrisiko unterschied-
lich beeinflussen konnen. Dabei diirfte auch die Art der
Kombination mit dem Estrogen — sequentiell oder kontinu-
ierlich — von Bedeutung sein. Die inhibitorische Wirkung
der hier untersuchten Gestagene scheint aber eher mini-
mal zu sein, so daB eine signifikante Hemmung in Kombi-
nation mit Estradiol eher fraglich erscheint. Eine Stimulie-
rung des Tumorwachstums durch Gestagene wurde
in vitro nicht beobachtet und dirfte somit in vivo von indi-
viduellen Bedingungen abhangig sein. Nach wie vor wer-
den also klinische Studien mit groRen Fallzahlen
gebraucht, die die individuellen Risiken der Gestagenzu-
gabe hinsichtlich des Brustkrebses untersuchen.
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