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Droloxifen hemmt das Wachs-
tum und die Proteinsynthese von
Brustkrebszellen effektiver als
Tamoxifen und Toremifen
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. Wachstumshemmung

Zusammenfassung

Das neue Antidstrogen Droloxifen (DROL) zeichnet sich, verglichen mit Tamoxifen
(TAM) oder Toremifen (TOR), durch eine mehr als 10fach héhere Bindungsaffinitét
zum Ostrogenrezeptor (ER) aus. In der folgenden Studie wurde untersucht, ob diese
hohere Bindungsaffinitit sich entsprechend auf die Hemmung des Zellwachstums
oder der Proteinbiosynthese auswirkt. Wir verglichen die antiproliferative Wirkung
der drei Antiéstrogene auf die ER-positive menschliche Tumorzellinie MCF-7 M1
und die ER-negative menschliche Tumorzellinie MDA-MB-231 (als Negativkon-
trolle) unter serumfreien Bedingungen. Effekte auf die Protein-Neusynthese
wurden anhand des "“C-Leucin-Einbaus untersucht, wihrend Verinderungen des
Gesamtproteingehalts mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs Sulforhodamin-101 am
Flow-Cytometer quantifiziert wurden. Die IC s fiir die Wachstumshemmung lag bei
der Zellinie MCF-7 M1 fiir DROL unter 0,03 pM, wihrend sie bei TAM oder TOR
um eine Zehnerpotenz héher, bei etwa 0.3 wM, lag. DROL hemmte im ER-abhin-
gigen Konzentrationsbereich von 0,03-1 uM den "“C-Leucin-Einbau iiberraschen-
derweise genauso effektiv wie Cycloheximid, ein bekannter Inhibitor der Protein-
biosynthese, wihrend TAM oder TOR in therapeutisch relevanten Konzentrationen
keine Wirkungen zeigten. Die Messungen am Flow-Cytometer bestitigten diese Er-
gebnisse. Zusammenfassend ldBt sich sagen, dal} eine hohere ER-Bindungsaffinitit
bei den nichtsteroiden Antidstrogenen mit einer stirker antiproliferativen Aktivitit
korreliert.
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Summary

The new triphenylethylene antiestrogen droloxifene (DROL) is distinguished from
tamoxifen (TAM) and toremifene (TOR) by a more than 10-fold higher binding af-
finity to the human estrogen receptor (ER). The present study was carried out to test
whether this high affinity binding translated into increased effects on cell growth and
protein synthesis. We compared the antiproliferative potency of the antiestrogens
DROL, TAM and TOR on the ER-positive cell line MCF-7 M1 under serum-free
conditions. The effects on cellular protein biosynthesis were determined by '*C-
leucine incorporation, and by flow cytometry after staining cellular proteins with
sulforhodamine 101. The 1C5;, value for MCF-7 M1 cell growth inhibition was found
to be less than 0.03 pM for DROL. In contrast, the dose-response curves of both
TAM and TOR were shifted to at least 10-fold higher concentrations. DROL
concentrations between 0.03 and 1 pM, which produce no ER-independent effects,
reduced the incorporation of C-leucine dose-dependently with a similar efficacy
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as cycloheximide, a well-known inhibitor of eukaryotic protein biosynthesis. Equi-
molar concentrations of TAM or TOR had no effect. Similar results were obtained
by flow cytometric quantitation of cellular protein content. In conclusion, the high
affinity binding of DROL to the ER is correlated by superior antiproliferative activ-
ity as compared to TAM and TOR. Surprisingly, DROL compares well with cyclo-
heximide as an inhibitor of protein synthesis in ER-positive breast cancer cells; in
contrast, TAM and TOR are without effect when tested in therapeutically relevant

concentrations.

Einleitung

Nichtsteroidale Antidstrogene sind Triphenylethylenverbin-
dungen, die urspriinglich als Mittel zur Regulierung der
Fruchtbarkeit getestet wurden, bis man ihre selektive Wirkung
auf die Proliferation Ostrogenrezeptor-positiver Brustkrebs-
zellen erkannte [1]. Aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit
konkurrieren sie mit dem Ostrogen um die Bindung am
Rezeptormolekiil und kénnen so zellulire Vorgidnge beein-
flussen. Das am meisten verwendete Antidstrogen ist Tamo-
xifen (TAM), das jedoch neben seiner antigstrogenen Wir-
kung am Menschen auch als partieller Agonist auftritt und das
aufgrund seiner langen Halbwertszeit (7 Tage) zu einer Akku-
mulation im Korper fiihrt [2]. Als weiteres Antigstrogen wird
Toremifen (TOR) verwendet, dessen Eigenschaften im
wesentlichen dem TAM entsprechen. das jedoch eine etwas
kiirzere Halbwertszeit besitzt (5 Tage) und aufgrund besserer
Vertriiglichkeit hoher dosiert werden kann [3, 4]. Bei dem neu
entwickelten Antidstrogen Droloxifen (DROL) lift sich
zeigen, daB es im Vergleich zu TAM und TOR eine hohere Af-
finitdt zum Rezeptor sowie eine geringere Ostrogenitit und
Halbwertszeit (1 Tag) besitzt, wodurch eine héhere biolo-
gische Aktivitdt erreicht wird. Des weiteren konnte gezeigt
werden, dall DROL effektiver als TAM zu einer Reduktion
der S-Phasen und zu einer Arretierung Ostrogenrezeptor-
positiver Zellen in der G1-Phase fiihrt [5]. In der folgenden
Studie soll die wachstumshemmende Wirkung dieser drei
Antiostrogene verglichen und ihr Einfluff auf die zelluldre
Proteinbiosynthese untersucht werden.

Material und Methode

Zellkultur

Verwendet wurde die Ostrogenrezeptor(ER)-positive Mammakarzinom-
zellinie MCF-7 M1 und die ER-negative Mammakarzinomzellinie MDA -
MB-231. Die Zellen wurden in IMEM-Z0 Medium + 10% fetales Kilber-
serum kultiviert. Fiir Versuche unter serumfreien Bedingungen mufiten
die 12-«Well»-Schalen zuvor iiber Nacht mit 4 pg/em® Collagen Typ IV
(Sigma, Deisenhofen) beschichtet werden. Am darauffolgenden Tag
wurden 70000 Zellen/ml/Well in serumfreiem Medium ausgesit und iiber
Nacht im Brutschrank in einer wasserdampfgesiittigten Atmosphiire bei
37°C mit 5% COs in Luft inkubiert. Von den zu testenden Substanzen
wurden 102 M Stocklésungen in Dimethylsulfoxid (DMSO) angesetzt,
von denen mit 96%igem Athanol eine Verdiinnungsreihe angelegt wurde.

Fiir die Substanzlésungen der Kulturen wurden die Substanzen anschlie-
Bend im Verhiltnis 1:1000 in serumfreiem Medium bis zur gewiinschten
Konzentration weiterverdiinnt. Der Mediumwechsel erfolgte jeden 3. Tag.

DNS-Bestimmung

Unm feststellen zu kénnen, welchen EinfluBl die Substanzen auf das Wachs-
tum der einzelnen Zellinien ausiiben, wurde nach 10 Tagen kontinuier-
licher Substanzinkubation unter serumfreien Bedingungen als Prolifera-
tionsnachweis der DNS-Gehalt pro Well mit Hilfe der Burton-Methode
modifiziert nach Taylor [8] bestimmt. Dazu wurde das Medium von den
Kulturschalen abgesaugt, pro Well wurden 0.5 ml 0.5 N HCIO, zugegeben
und 30 min bei 90°C inkubiert. Nach dem Abkiihlen wurde 1 ml Burton’s
Reagens zupipettiert und iiber Nacht im Dunkeln inkubiert. Am nichsten
Tag wurde die Extinktion bei 595 nm gemessen. Die Auswertung erfolgte
iiber lineare Regressionsanalyse anhand von Eichkurven. Aus den Drei-
fachansiitzen pro Konzentration wurden jeweils Mittelwert + Standardab-
weichung (SA) berechnet.

Bestimmung des zelluliren Proteingehalts mit dem

Flow-Cytometer

Nachdem die Zellen 3 Tage lang kontinuierlich unter serumfreien Be-
dingungen mit Substanz behandelt wurden. wurde das Medium aus den
Kulturschalen abgesaugt und der Zellrasen mit einem Trypsin/EDTA-
Gemisch von den Wells abgelost. Die Zellen wurden abzentrifugiert und
30 min bei 4°C mit Methanol fixiert. Die fixierten Zellen wurden erneut
abzentrifugiert, anschlieBend in eiskalter Sulforhedamin-101-Losung
(3 mg/100 ml) 15 min im Dunkeln inkubiert und anschlieend in der
Férbelosung am Flow-Cytometer vermessen. Pro Probe wurden 20000
Zellen tiber Einzelzellanalyse vermessen; das Verhiltnis Rotfluoreszenz/
Volumen wurde berechnet.

Bestimmung des zelluliiren Proteingehalts iiber '*C-Leucin-
Einbau

Nach 3 Tagen kontinuierlicher Substanzinkubation unter serumfreien Be-
dingungen wurden pro Well 1,85x10* Bq (in 10 pl) "“C-Leucin zugegeben
und weitere 2 h (MCF-7 M1) bzw. 1 h (MDA-MB-231) im Brutschrank
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen von den Wells abgeldst und
zusammen mit dem Inkubationsmedium in Zentrifugenréhrchen iiber-
fiihrt. Die Rohrchen wurden mit 9 ml eiskalter 10% Trichloressigsiiure
versetzt und 30 min auf Eis gestellt. Das ausgefallene Protein wurde ab-
filtriert, die beladenen Filter anschlieBend in Szintillationsrohrchen
iiberfithrt und die Radioaktivitdt mit einem Hewlett-Packard-Szintilla-
tionszihler bestimmt. Aus Vierfachansitzen wurde jeweils pro Konzentra-
tion der Mittelwert + Standardabweichung ermittelt und mit dem parallel
dazu bestimmten DNS-Mittelwert verrechnet.

Ergebnisse

Einfluf} der Antidstrogene auf das Zellwachstum
Fiir diesen Versuch wurde sowohl die ER-positive Zellinie
MCEF-7 M1 als auch die ER-negative Zellinie MDA-MB-231
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(als Negativkontrolle) 10 Tage lang kontinuierlich mit den drei
Antiostrogenen in verschiedenen Konzentrationen inkubiert
und anschlieBend der DNS-Gehalt bestimmt. Bei der hormon-
unabhingigen Zellinie MDA-MB-231 verlaufen die Dosiswir-
kungskurven der drei Antidstrogene exakt gleich. Bis zu einer
Konzentration von 1 pM wird die Proliferation der Zellen
kaum beeinfluBt. Die ICsy wird bei allen Zellinien erst ab
einer Konzentration >1 pM erreicht (Abb. 1). Anders verhilt
es sich bei der ER-positiven Zellinie MCF-7 M1. Wihrend die
Dosiswirkungskurven fiir TAM und TOR gleich verlaufen,
hebt sich die fiir DROL deutlich von den beiden anderen ab.
Die 1Csg fiir TAM und TOR liegt etwa bei 0,3 pM, wihrend
sie mit DROL bereits unter 0,03 .M, mehr als eine Zehner-
potenz niedriger, erreicht wurde (Abb. 2).

Abb. 1. Effekt der Antitstrogene auf die ER-
negative Zellinie MDA-MB-231. Kontrolle

Einflufs der Antiostrogene auf den Gesamtproteingehalt

Als Referenzsubstanz fiir einen Hemmstoff der Proteinbio-
synthese bei Eukaryonten diente Cycloheximid, das an der
Peptidyltransferase der groflen Ribosomenuntereinheit an-
greift. Anhand von Dosiswirkungskurven wurde gezeigt, daf3
der dosisabhiingige Bereich sowohl fiir die Zellinie MCF-7 M1
als auch fiir die Zellinie MDA-MB-231, dhnlich wie bei den
Antiostrogenen, zwischen 0,03 und 3,0 pM liegt [Daten nicht
aufgefiihrt]. Proteine konnen selektiv mit dem Farbstoff
Sulforhodamin-101 (SR-101) angefirbt werden, wodurch eine
Einzelzellanalyse am Flow-Cytometer durchgefiihrt werden
kann. Fiir die Auswertung wurde die relative SR-101-Fluor-
eszenz angegeben (Fluoreszenz/Volumen), um Verénderungen
des Gesamtproteingehalts unabhingig von der Zellgrofle
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messen zu konnen. Dazu wurden die Zellen 3 Tage lang konti-
nuierlich mit den Substanzen in serumfreiem Medium inku-
biert und anschlieBend fixiert. Nach Férbung der Zellen mit
SR-101 wurden die Zellen am Flow-Cytometer vermessen.
Bei der ER-negativen Zelliniec MDA-MB-231 konnte weder
TAM noch TOR im rezeptorabhiingigen Bereich bis 1 pM den
Gesamtproteingehalt beeinflussen. Erst ab einer Konzentra-
tion >1 pM fiihrten beide Substanzen mit gleicher Effektivitit
zu einer Verringerung des Gesamtproteingehalts um zirka
25%. DROL fiihrte bereits ab einer Konzentration von 1,0 pM
zu einer Verringerung des Gesamtproteingehalts um zirka
20%. Cycloheximid als Positivkontrolle zeigte deutlich, ab
einer Konzentration von 0,03 wM, eine dosisabhiingige Ver-
ringerung des Gesamtproteingehalts (Tab. 1).

Auch bei der ER-positiven Zellinie MCF-7 M1 (Tab. 2) beein-
fluBite weder TAM noch TOR im rezeptorabhéngigen Bereich
(bis 1 wM) den Gesamtproteingehalt. Cycloheximid fiihrte als
Positivkontrolle wieder ab einer Konzentration gréBer 0,03
pM dosisabhéngig zu einer Verringerung des Gesamtprotein-
gehalts. DROL reduzierte jedoch bereits bei einer Konzentra-
tion von 0,03 pM den Gesamtproteingehalt um 20%.

Tab. 1. Effekt der Antigstrogene auf den Gesamtproteingehalt der
Zellinie MDA-MB-231

Tab. 2. Effekt der Antiostrogene auf den Gesamtproteingehalt der
Zellinie MCF-7 M1

Konzentration Relative SR-101-Fluoreszenz, %

M

TAM TOR DROL Cycloheximid
0,03 95 107 80 112
0.1 97 101 76 93
03 100 99 64 78
1.0 95 101 - 66

— = Nicht gemessen

Einfluf der Antidstrogene auf die Protein-Neusynthese

Mit dieser Methode sollte untersucht werden, inwiefern die
Reduktion des Gesamtproteingehalts mit der Hemmung der
Protein-Neusynthese korreliert werden kann. Aus Griinden
der Vergleichbarkeit wurden dieselben Versuchsbedingungen
wie bei der Flow-Cytometrie gewihlt. Um, wie auch schon bei
der Flow-Cytometrie, Aussagen iiber die relative Protein-Neu-
synthese machen zu konnen, wurde parallel zum C-Leucin-
Einbau als zweiter Parameter der Gesamt-DNS-Gehalt be-
stimmt. Uber eine Verrechnung der erhaltenen dpm/Well mit
dem Gesamt-DNS-Gehalt/Well wurde eine Interpretation
iiber die Protein-Neusynthese pro Zelle moglich.

TAM und TOR hemmten die Protein-Neusynthese, wie be-
reits aufgrund der Versuchsergebnisse am Flow-Cytometer er-
wartet, weder bei der Zellinie MDA-MB-231 noch bei der
Zellinie MCF-7 M1 im rezeptorabhingigen Konzentrationsbe-
reich. Cycloheximid zeigte als Referenzsubstanz fiir einen
Hemmstoff der Proteinbiosynthese bei beiden Zellinien einen
dosisabhingigen Hemmeffekt (Abb. 3, 4). Wihrend DROL
ebenso wie TAM und TOR auf die Protein-Neusynthese der
Zellinie MDA-MB-231 keinen Effekt ausiiben konnte, hemm-
te es bei der Zellinie MCF-7 M1 die Protein-Neusynthese ge-
nauso effektiv wie Cycloheximid (Abb. 3, 4).

0,03 0,1 0,3 1
Konzentration, pM

Konzentration Relative SR-101-Fluoreszenz, %
nM TAM TOR DROL Cycloheximid

0,03 - - 97 107

0,1 - - 100 91

03 102 108 91 73

1,0 107 104 82 51

30 77 75 75 -

- = Nicht gemessen.

Abb. 3. Effekt der Antitstrogene auf die

Protein-Neusynthese der Zellinie MDA-MB-231.
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Abb. 4. Effekt der Antidstrogene auf die

Protein-Neusynthese der Zellinie MCF-7 M. e
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Diskussion

Vergleicht man die antiproliferative Wirkung der drei Anti-
ostrogene DROL, TAM und TOR untereinander, so zeigt sich,
dall DROL am effektivsten das Wachstum der Zellen hemmt,
Die ICsq bei der ER-positiven Zellinie MCF-7 M1 lag fiir
DROL nach 10 Tagen kontinuierlicher Substanzbehandlung
unter serumfreien Bedingungen unter 0,03 M, fiir TAM oder
TOR dagegen um mehr als eine Zehnerpotenz hoher, bei etwa
0.3 M. Dieser Unterschied in der Wirksamkeit korreliert mit
der unterschiedlichen Affinitit dieser Antidstrogene zum
Ostrogenrezeptor [6].

Es konnte auch ein direkter Zusammenhang zwischen ER-
Gehalt und Sensitivitit gegeniiber Antiostrogenen hergestellt
werden. Withrend die Zellinie MCF-7 M1 mit ihrem hohen
Gehalt an ER [7] sehr stark durch Antiéstrogene in ihrem
Wachstum beeinflut werden konnte, wurde die Proliferation
der ER-negativ definierten [7] Zellinie MDA-MB-231 durch
therapeutisch relevante Konzentrationen der verschiedenen
Antiostrogene nicht gehemmt. Erst bei Konzentrationen iiber
I pM konnte eine Wachstumshemmung erreicht werden, die
aber auf rezeptorunabhiingige Mechanismen zuriickzufiihren
ist.

Des weiteren wurde untersucht, welchen Einfluf die drei
Antidstrogene im rezeptorabhingigen Konzentrationsbereich
von 0,03-1,0 pM nach 3tigiger Substanzinkubation auf den

Gesamtproteingehalt und die Protein-Neusynthese der Zellen
ausiiben. Als Positivkontrolle wurde Cycloheximid, ein spezi-
fischer Inhibitor der Proteinbiosynthese, verwendet. Nach
selektiver Anfirbung der Proteine mit Sulforhodamin-101 und
Vermessung am Flow-Cytometer konnte gezeigt werden, dal
bei der ER-negativen Zellinic MDA-MB-231 durch DROL
der Gesamtproteingehalt kaum beeinfluit wurde, wihrend er
durch Cycloheximid dosisabhiingig verringert wurde. Bei der
ER-positiven Zellinie MCF-7 M1 lieB3 sich zeigen, daBl weder
TAM noch TOR den Gesamtproteingehalt im rezeptorabhiin-
gigen Konzentrationsbereich veriinderten, Cycloheximid da-
gegen bei 0.3 wM eine etwa 20%ige Reduktion erzielte. Mit
DROL konnte dieses Ergebnis bereits mit einer Konzentra-
tion von 0,03 pM erreicht werden.

Anhand der Ergebnisse des '*C-Leucin-Einbaus konnte
gezeigt werden, daf} die mit der Flow-Cytometrie gemessene
Reduktion des Gesamtproteingehalts bei Cycloheximid und
DROL unter anderem auf eine Hemmung der Protein-Neu-
synthese zuriickzufiihren ist. So lie sich bei der ER-negativen
Zellinie MDA-MB-231 nur durch Cycloheximid die Protein-
Neusynthese konzentrationsabhiingig hemmen, wiihrend die
drei Antidstrogene bis 1 wM keinen EinfluB ausiibten. Bei
der ER-positiven Zellinie MCF-7 M1 konnte analog zu den
Cytometriedaten gezeigt werden, daf nur DROL und Cyclo-
heximid die Protein-Neusynthese hemmten, nicht aber TAM
oder TOR.
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