Stellungnahme der Kommission Hor montoxikologie zum Thema:
K arzinogene Eigenschaften von Estradiol-1713?

In weiten Kreisen der Bevolkerung stehen die Estrogene in dem Ruf, karzinogen zu wirken
und vor alem Brustkrebs zu verursachen. Tatsachlich deuten einige der sogenannten
Risikofaktoren darauf hin, da? die Exposition gegeniber endogenen oder exogenen
Estrogenen zeitabhangig das Mammakarzinomrisko erhdht. Dazu zéhlen eine frihe
Menarche oder spate Menopause, wahrend eine frilhe Ovarektomie bzw. ein Estrogenmangel
protektiv wirken. Andererseits scheint eine frihe ausgetragene Schwangerschaft einen
Schutzeffekt zu haben, obwohl sie durch extrem hohe Estradiolspiegel gekennzeichnet ist.
Offensichtlich sind unterschiedliche Mechanismen an der Entwicklung estrogenabhangiger
Tumoren beteiligt.

Tierexperimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dal3 die Behandlung mit Estradiol und
anderen Estrogenen die Entstehung von Tumoren fordert. Beim Menschen ist bekannt, dafi3
ein langerfristiger Einfluld von Estrogenen ohne Gestageneinfluld das Risiko des
Endometriumkarzinoms erhéht. Deshalb wurden Estradiol und andere Estrogene as - wenn
auch schwache - Karzinogene eingestuft [1]. Die epidemiologische Datenlage 183 jedoch
auch den Schluf? zu, dal3 Estrogene keine Karzinome induzieren, sondern die Entstehung von
Tumoren im Sinne von Promotoren erleichtern bzw. das Wachstum bestehender Tumoren
fordern konnen.

Der Mechanismus, der letzlich fur die Entstehung von Tumoren verantwortlich ist, ist nicht
geklart. Unstrittig ist, dal3 verschiedene epigenetische Mechanismen bei der Entstehung von
Tumoren eine Rolle spielen. Eine tragende Rolle der Estrogene wird darin gesehen, dal3 sie
die Zdlteilung in den estrogenabhéngigen Zellen stimulieren und dadurch die Fixierung
spontaner und Karzinogen-induzierter Mutationen erleichtern bzw. die klonae Expansion
praneoplastischer Zellen erlauben (Férderung der Tumorpromotion) [2].

Estradiol wurde in vielen Mutagenitétstests getestet. In den Standardtests mit dem Endpunkt
Genmutationen (z.B. Salmonella-Mutagenitétstest [Ames-Test], SHE-Zellen, V79-Zellen)
wurde Estradiol in der Regel as negativ getestet (Tabelle 1). Dementsprechend wurden
Estrogene as nichtmutagene Kanzerogene eingestuft. Diese Einstufung wird u.a. durch
folgende Ergebnisse gestlitzt:

So kann z.B. die estradiolinduzierte renade Kanzerogenese in Hamstern durch das
Antiestrogen Tamoxifen gehemmt werden [3]. Diese Wirkung berunt auf ener
Antagonisierung der Estradiolrezeptor-vermittelten Prozesse, da Tamoxifen sicher keine
frihen Prozesse (z.B. Estradiol-induzierte DNS-Schédigungen) hemmt [1]. Die bei Nagern
beobachteten Hypophysen- und Mammatumoren nach Estrogenbehandlung beruhen auf einer
direkten Stimulierung der prolaktinproduzierenden Zellen der Hypophyse [4] bzw. der
Schadigung dopaminerger Neuronen im mediabasalen Hypothalamus [5]. Durch die
gleichzeitige Gabe des Prolaktinhemmers Bromocriptin zusammen mit Estradiol wurde
namlich die Induktion von Hypophysen- und Mammatumoren in Mausen und Ratten
verhindert [6,7].



Tabelle 1. Auswahl von publizierten Genmutationstests mit Estrogenen

Species/ Out- [Substance Reference

Cells come

S. In vitro E2 SEIBERT and GUNZEL 1994 [13]
S In vitro Cyclodiol, Cyclotriol LANG and REIMANN 1993 [14]

S In vitro |- EE, Cyclodiol, Cyclotriol HUNDAL et al. 1997 [15]

S In vitro E2 DHILLON and DHILLON 1995 [16]
S. Invitro |- Mestranol DHILLON etal. 1994 [17]

S In vitro EE ITOH et a. 1991 [18]

S., E.coli |Invitro |- DES metabolites indenestrol A and B ISHIKAWA et al. 1996 [19]

SHE In vitro E2 TSUTSUI et al. 1987 [20]

V79 In vitro Cyclodiol, Cyclotriol LANG and REIMANN 1993 [14]
V79 Invitro |+ Coumestrol, Genistein KULLING and METZLER 1997 [21]
V79 In vitro E2, EE, E1, DES DREVON et al. 1981 [22]

V79 Invitro |- Daidzein KULLING and METZLER 1997 [21]

S. = Salmonella

SHE = Syrian hamster embryo cells

V79 = V79 cell line of Chinese hamster lung
E1, E2 = estrone, estradiol

DES = diethylstilbestrol

EE = ethinylestradiol

Mutagene Wirkungen der Estrogene

Die Standard-Mutagenitdtstests mit dem Endpunkt Chromosomenmutationen bzw.
Genommutationen ergaben fur die Estrogene widersprichliche Ergebnisse, insbesondere
hinsichtlich der strukturellen  Chromosomenmutationen (Tabelle 2). Numerische
Chromosomenmutationen sowie der Arrest in der Metaphase der Mitose sind dagegen ein
unter in vitro-Bedingungen haufig beobachteter Effekt der Estrogene [8]. Nach Einschétzung
von Reimann [8] gilt dies jedoch als irrelevant fir die Beurteilung des mutagenen Potenzials
von Steroidhormonen, da der Effekt nicht nur mit synthetischen, sondern auch mit nattrlichen
Estrogenen beobachtet wurde. Ein starkes kanzerogenes Potenzial von Estradiol mifte man
als Nachteil im Evolutionsprozess bezeichnen [1]. Von Estradiol induzierte numerische und
strukturelle  Chromosomenaberrationen, die zwar als Tell enes groleren Musters
verschiedener Typen kovaenter Schadigung des genetischen Materials auf der DNS- oder
Chromosomenebene angesehen werden kénnen, sind allein sicher nicht ausreichend fir eine
Tumorentwicklung, konnten dazu aber einen Beitrag leisten [1]. Unter bestimmten in vitro-
Bedingungen sind Estrogene durchausin der Lage, die DNS zu schadigen [1]:

1. Die durch Hydroxylierung an C2 oder C4 entstehenden Katecholestrogene konnen
Schéadigungen der DNS verursachen, bei denen freie Radikale eine Rolle spielen. Im
Verlauf dieses sogenannten Redox cycling zwischen der Katecholform (Hydrochinon
mit zwei OH-Gruppen in Position C3 und C2 bzw. C4) und der Chinonform (zwei
Ketogruppen in Position C3 und C2 bzw. C4) entstehen als Intermediarprodukte die
sogenannten Semichinone unter Bildung von freien Radikalen. Letztere kdnnen dann
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mit der DNS reagieren und Schédigungen verursachen. Diese Hypothese wird dadurch
gestitzt, dal? die Estradiol-induzierte Nierentumorinzidenz in Hamstern durch Gabe
des Radikalfangers Ascorbinsdure gesenkt wird [9]. Besonders die 4-Hydroxylierung
von Estradiol scheint eine Rolle zu spielen, da gerade in solchen Organen verstarkt 4-
OH-Estradiol nachgewiesen wurde, in denen nach einer Estrogenbehandiung bel
Nagern Tumoren aufgetreten waren [1].

2. Einige Autoren Dberichten Uber ene indirekte DNS-Adduktbildung nach
Estrogenexposition. Einige dieser Addukte werden durch reaktive Aldehyde (z.B.
Malondialdehyd) gebildet, die bei dem Zerfall von Lipidperoxiden infolge der
Estrogenbehandlung entstehen.

3. Die wéahrend des Redox cycling gebildeten Semichinone kdnnen in vitro kovalent an
die DNS binden [10,11]. Hierbei spielen vor allem die 4-OH-Metaboliten eine Rolle,
die mutagene " apurinic sites’ bilden. Dagegen bilden die 2-OH-Estrogenmetaboliten
stabile DNS-Addukte, die nicht oder nur schwach kanzerogen sind. Das durch 4-OH-
Metaboliten gebildete Adduktmuster wird als ein Beweis fur einen kanzerogenen
Mechanismus angesehen (Bildung instabiler Addukte, Induktion von Genmutationen
und infolgedessen Tumorinitiation) [12].

4. Inzwischen wurden in speziellen in vitro-Tests Genmutationen nachgewiesen, die
durch Estradiol bzw. dessen 4-OH-Metaboliten induziert wurden [1]. Ob diese unter
ganz speziellen Bedingungen durchgefiihrten in vitro-Tests tatséchlich as pradiktiv
fUr ein mutagenes Potenzial unter in vivo Bedingungen angesehen werden kénnen, ist
sehr fraglich. So wurden in vitro die mutagenen Effekte der Katecholestrogene nur in
ganz niedrigen Konzentrationen beobachtet, bel denen sie prooxidativ wirken; in
hohen Konzentrationen wirken sie namlich, wie ale anderen Estrogene auch,
antioxidativ. Darlber hinaus kénnen in vivo z.B. antioxidative Effekte und
Reparaturprozesse zum Tragen kommen. So kommt Liehr zu der Schluf¥folgerung,
da’3 Estrogene wahrscheinlich nur schwache Mutagene sind, und eine definitive
Aussage zur Zeit nicht moglich ist [1].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 ein Uber den Estrogenrezeptor vermittelter
tumorpromovierender Effekt von Estrogenen bei Nagern und beim Menschen gesichert ist.
Neuere Ergebnisse deuten darauf hin, dal3, zumindest unter speziellen in vitro-Bedingungen,
Estrogene bzw. die 2-OH- und insbesondere die 4-OH-Metaboliten durchaus mit der DNS
reagieren und Addukte bilden kdnnen, die schliefdlich zu Genmutationen fihren. Darlber
hinaus induzieren Estrogene Uber eine Interaktion mit dem Spindelapparat
Chromosomenaberrationen. Daher wird von einigen Autoren fur Estradiol und andere
Estrogene eine Klassifizierung as nicht genotoxisches Kanzerogen als nicht korrekt
angesehen. Vielmehr sollte von einer dualen Rolle der Estrogene bel der Tumorbildung
ausgegangen werden, wobel sowohl rezeptorvermittelte epigenetische as auch genotoxische
Ereignisse an der Entwicklung von Neoplasien beteiligt sein konnen. Inwieweit durch
Estradiol bzw. seine Metaboliten induzierte genotoxische Ereignisse unter in vivo
Bedingungen tatséchlich eine relevante Rolle bei der Entstehung von Tumoren spielen, bleibt
trotz aler in vitro Befunde zweifelhaft. Ein hohe mutagene und kanzerogene Aktivitét von
Estradiol wirde die Existenz jeglicher héherer Lebensformen einschliefdlich des Menschen,
bei denen endogenes Estradiol eine wichtige physiologische Rolle spielt, nicht erlauben.
Daher, so schluffolgert auch Liehr in seiner Ubersichtsarbeit, kann Estradiol nur als schwach
mutagen eingestuft werden [1].

Tabelle2. Veroffentlichte Ergebnisse zur zytogenetischen Analyse ver schiedener
Estrogene



Cells str. CA  |[Num. CA [Substance Reference

CHL  |Iinvitro |- + EE ITOH et al. 1991 [18]

CHO Invitro |+ E2, E1, E3, EE KOCHHAR 1985 [23]

HI Invitro |- ? EE ZIMMERMANN et al. 1994 [24]

HI Invitro |- + EE REIMANN et al. 1996 [8]

HI Invitro |+ EE, Cyclodiol, Cyclotriol |HUNDAL etal. 1997 [15]

HI Invitro |- EE, E2, Mestranol STENCHEVER et al. 1969 [25]

HI Invitro |+ E2 DHILLON and DHILLON 1995 [16]
HI In vitro |- + E2, DES BANDUHN and OBE 1985 [26]

HI Invitro [+ Mestranol DHILLON et a. 1994 [17]

HI Invitro [+ E2 AHMAD et al. 2000 [27]

SHE In vitro |- + E2, DES TSUTSUI et al. 1997 [28]

SHE In vitro |- + E2 TSUTSUI et al. 1987 [20]

Bmm [Invivo [+ Mestranol DHILLON et a. 1994 [17]

Bmm Invivo |- EE SHYAMA and RAHIMAN 1996 [29]
HI Invivo |- - oC MATTON-VAN LEUVEN et a. 1974 [30]
HI Invivo |-/+1 ocC LITTLEFIELD et a. 1975 [31]
SHRC |Invivo [+ E2, DES BANERJEE et a. 1994 [32]

SHRC [Invivo |- 17a E2 BANERJEE et al. 1994 [32]
SHRC |Invivo [+2 EE BANERJEE et al. 1994 [32]

CHL = Chinese hamster lung
CHO = Chinese hamster ovary

hl = human lymphocytes

SHE = Syrian hamster embryo

bmm = bone marrow of mice

SHRC = Syrian hamster renal cortical cells

1 = neg. vs. pregnant nonusers, pos. vs. nulligravid nonusers
2 = only gaps, no breaks

E1l, E2, E3 = estrone, estradiol, estriol

DES = diethylstilbestrol

EE = ethinylestradiol

Epidemiologische Hinweise

Die vorliegenden epidemiologischen Daten lassen nur beim Mamma  und
Endometriumkarzinom auf einen férdernden Einflul der Estrogene schlief3en. Dagegen
scheint das Risiko des Zervix-, Vulva- und Vaginakarzinoms durch eine Estrogenbehandlung
nicht erhoht zu werden. Das Risiko des Ovariakarzinoms ist unter der Behandlung mit
Ovulationshemmern sogar deutlich reduziert, wahrend fur die Hormonsubstitution keine
konsistenten Ergebnisse vorliegen [33,34]. Da in diesen Zielorganen Estradiol bzw,
synthetische Estrogene akkumuliert werden, ist vor allem das Epithel einem starken
Estrogeneinfluld unterworfen. Darlber hinaus beeinflussen die Estrogene den gesamten
Organismus und sind ubiquitér vorhanden. Trotzdem ist auch bei allen anderen Karzinomen,
z.B. dem Leber-, Nieren-, Blasen-, Magen- oder kolorektalen Karzinom eine erhdhte Inzidenz
selbst unter einer langfristigen Estrogenbehandlung nicht erkennbar, obwohl diese Organe
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einem starken Estrogeneinfluld ausgesetzt sind [35,36]. Es gibt sogar Hinweise darauf, dal3 die
Hormonsubstitution das Auftreten des Kolonkarzinoms reduziert [37]. Zwar scheint das
relative Risko des Leberzellkarzinoms unter der langfristigen Behandlung mit
Ovulationshemmern erhdht zu sein [38]; da die Inzidenz des hepatozelluldren Karzinoms
durch die Hormonsubstitution nicht erhoht wird [35,36], diurfte es sich bei der Risikoerhohung
durch orade Kontrazeptiva um einen speziellen Effekt des Ethinylestradiols handeln.
Leberkarzinome werden auch mit anderen synthetischen Sexualsteroiden, z.B. mit
bestimmten Anabolika, in Verbindung gebracht.

Es bestent kein Zweifel, dal} Estrogene dosiss und zeitabhéngig das Risiko einer
Endometriumhyperplasie mit und ohne Atypien sowie des Endometriumkarzinoms erhéhen
[39]. Die Beobachtung, dal3 der Einflul3 eines tGiber einen ausreichenden Zeitraum pro Zyklus
(10 - 14 Tage) zusétzlich verabreichten Gestagens das erhohte Risiko wieder reduziert und
eine kontinuierlich kombinierte Hormonsubstitution sogar eine protektive Wirkung hat [40-
42], a3t nicht auf einen mutagenen Effekt der Estrogene schlief3en. Die Behandlung mit
Ovulationshemmern vom Kombinationstyp (Gestageneinfluld an 21 Tagen pro Zyklus)
reduziert das Risiko des Endometriumkarzinoms signifikant [38], Der antiestrogene Effekt der
Gestagene verlauft vor alem Uber eine Suppression der Estrogenrezeptoren, eine Stimulation
estrogeninaktivierender  Enzyme  (173-Hydroxysteroiddehydrogenase,  Estrogensulfo-
transferase) sowie der Ausdifferenzierung der proliferierten Funktionalis. Unter der
sequentiellen Hormonsubstitution mit Ostrogen/Gestagen-Praparaten sowie der Behandlung
mit Ovulationshemmern kommt es zu einer Entzugsblutung, wobei die Funktionalis des
Endometriums abgestoRen wird. Dies ist aber nicht als entscheidender Faktor fir den
gunstigen Effekt des Gestagenzusatzes anzusehen, da auch unter einer kontinuierlich-
kombinierten Therapie mit Ostrogen/Gestagen-Praparaten, die langerfristig zu einer
Amenorrhoe fuhrt, das Risiko des Endometriumkarzinoms reduziert ist.

Ein langfristiger EinfluR® der Estrogene erhdht das Risiko des Mammakarzinoms, wobel im
Gegensatz zum Endometriumkarzinom die zusétzliche Gestagengabe keinen protektiven,
sondern offensichtlich einen fordernden Einflud hat [43,44]. Dies hangt vermutlich damit
zusammen, dad Progesteron und Gestagene die estrogenabhangige Proliferation des
Brustdrisenepithels nicht hemmen, sondern sogar steigern [45,46]. Unter der
Hormonsubstitution steigt das relative Risiko des Mammakarzinoms pro Jahr um 2,3% an.
Dies bedeutet bei einer 5-jdhrigen Therapie ab dem 50. Lebengahr bis zum Alter von 70
Jahren eine Zunahme der Mammakarzinomdiagnosen von 64 auf 66 Falle pro 1000 Frauen,
und bel einer 10-jdhrigen Hormonsubstitution eine Zunahme auf 70 Falle pro 1000 Frauen
[47]. Die geringe Erhohung des relativen Risikos des Mammakarzinoms verschwindet
innerhalb von 5 Jahren nach Absetzen der Hormonsubstitution [48]. Dieser Befund ist ein
Hinwels darauf, dal3 Estrogene keine Mammatumoren induzieren, d.h., nicht karzinogen
wirken, sondern das Wachstum bestehender okkulter Tumoren beschleunigen. Bei einer
geschétzten Latenzzeit des Mammakarzinoms von 15 - 20 Jahren wéare nicht mit einem
Rickgang der Diagnosen bereits nach 5 Jahren zu rechnen. Fur einen wachstumsfordernden
Einflu3 der Estrogene spricht auch, dal3 die unter der Hormonsubstitution entdeckten
Mammakarzinome weniger aggressiv sind und seltener metastasieren, so dal3 eine glnstigere
Prognose besteht [47-50]. Auch die Einnahme von Ovulationshemmern erhdht geringftigig
das relative Risiko des Mammakarzinoms, wobei die Zunahme in einem Zeitraum von 20
Jahren nur 3 Félle pro 10.000 Frauen betragt. Auch dieser Effekt ist nach Absetzen reversibel
[51].

Zusammenfassung



Die bisher vertffentlichten epidemiologischen Ergebnisse lassen sich nicht mit einem
mutagenen oder karzinogenen Effekt der Estrogene vereinbaren. Gegen eine solche
Wirkung der Estrogene in vivo sprechen der Rickgang der Inzidenz des Mammakarzinoms
nach Absetzen der Estrogene bzw. Estrogen/Gestagen-Préparate, die protektive Wirkung der
Gestagene hinsichtlich des Endometriumkarzinoms, und die Risikoerhthung unter dem
Gestageneinfluld beim Mammakarzinom. Diese Befunde stimmen mit dem Effekt der
Gestagene auf die estrogenabhangige Proliferation des Epithels Uberein und beruhen
wahrscheinlich auf steroidrezeptorabhangigen M echanismen. In dhnlicher Weise sprechen
auch tierexperimentelle Ergebnisse gegen einen mutagenen Effekt der Estrogene, wie z.B. die
Hemmung der estradiolinduzierten renalen Karzinogenese durch das Antiestrogen Tamoxifen
und die Verhinderung von estrogenbedingten Mamma- und Hypophysentumoren bei Nagern
durch einen Dopaminagonisten [3,4].
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