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Streszczenie: Fitoestrogeny to wystgpujace w wielu roslinach zwiazki chemiczne, ktoére m.in. moga wpty-
wac na procesy rozrodcze ludzi i zwierzat. W komoérkach docelowych moga nasladowac¢ dziatanie estroge-
néw endogennych (dziatanie estrogenne), jak rowniez dziata¢ w stosunku do nich antagonistycznie (dziata-
nie antyestrogenne). W prezentowanej pracy przedstawiono wspotczesne poglady na wewnatrzkomorko-
wy mechanizm dziatania fitoestrogenéw w komorkach jajnika, macicy i gruczotu mlekowego.
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Summary: Phytoestrogens are plant-derived chemical compounds which may affect reproductive processes
in humans and animals. In their target cells, phytoestrogens may mimic (estrogenic effects) or antagonize
(antiestrogenic effects) action of endogenous estrogens. In the current paper, contemporary views are
presented on intracellular mechanism of phytoestrogen action in ovarian, uterine, and mammary gland cells.
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WPROWADZENIE

Fitoestrogeny to substancje pochodzenia roslinnego, strukturalnie przypominajace
estrogeny — hormony wytwarzane przez steroidogenne komorki organizmow zwierzecych
(estrogeny endogenne). Zawarte w diecie ludzi i zwierzat fitoestrogeny oddziatuja na
rézne komorki i narzady, w tym te docelowe (jajnik, macica) dla estrogenéw endogennych
(17B-estradiol, estron). W komorkach docelowych, fitoestrogeny moga nasladowac
dziatanie estrogenéw endogennych (dziatanie estrogenne), jak rowniez dziata¢ w stosunku
do nich antagonistycznie (dziatanie antyestrogenne). Wyniki badan z ostatnich kilku lat
wskazuja, ze fitoestrogeny wptywaja na komorkowa ekspresje receptoréw estrogenowych
(ER). Aktywacja ER, z kolei, moze prowadzi¢ do ekspresji genow zaleznych od
estrogendw. Wewnatrzkomorkowy mechanizm dziatania fitoestrogendéw, poza oddzia-
lywaniem z ER, moze obejmowa¢ wptyw na aktywnos$¢ enzyméw odpowiedzialnych
za syntez¢ 1 metabolizm samych estrogenow [15]. Fitoestrogeny oddziatuja takze na
funkcje niektoérych komorek za posrednictwem mechanizméw niezwiazanych z
estrogenami; moga na przyktad modulowaé aktywno$¢ bialek zaangazowanych w
wewnatrzkomorkowe przekaznictwo sygnatu [27] lub wptywac na ekspresje roznych
estrogenoniezaleznych genow [36].

WEWNATRZKOMORKOWY MECHANIZM DZIAL.ANIA
ESTROGENOW

Estrogeny wptywaja na prawidlowy wzrost, rozwdj i funkcje szeregu struktur
uktadu rozrodczego, takich jak: jajniki, macica i pochwa [60]. Swoje efekty biologicz-
ne indukuja w komorkach docelowych zarowno za pomoca mechanizméw geno-
mowych, jak i niegenomowych (ryc. 1).

Genomowe dziatanie estrogendw 1 receptory estrogenowe

Najczesciej badanym sposobem dziatania estrogendw endogennych, a takze
srodowiskowych jest droga genomowa, obejmujaca aktywacje¢ swoistych ER (ryc. 1a)
[18, 25]. Wyrodznia si¢ dwa podstawowe typy receptorow estrogenowych: ERa i ER3,
ktore sa kodowane przez dwa odrebne geny zlokalizowane na r6znych chromosomach
[40]. Naleza one do rodziny receptorow wewnatrzkomorkowych i petnia funkcje
czynnikéw transkrypeyjnych. Zbudowane sa z sze$ciu domen oznaczonych literami od
A do F (ryc. 2). Domeny A i B, zlokalizowane na koncu aminowym biatka, odpowiadaja
za aktywacje¢ transkrypcji niezalezna od liganda. Domena C jest zaangazowana w
dimeryzacje receptora oraz w przylaczanie kompleksu ligand-receptor do specyficznej
sekwencji DNA. Domena ta, we wszystkich typach receptorow wewnatrzkomorkowych,
ma budowe tzw. palcow cynkowych. W zjawisku dimeryzacji receptora bierze takze
udziat domena E, a jej fragment potozony na koncu karboksylowym jest odpowiedzialny
za aktywacj¢ transkrypcji zalezna od przylaczenia liganda [74]. Domena E zawiera
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Cytoplazma

biologiczny

RYCINA 1. Wewnatrzkomorkowy mechanizm dziatania estrogendow: a — klasyczna droga genomowa
ERE-zalezna; b — droga genomowa ERE-niezalezna, ¢ — droga niegenomowa, d — droga niegenomowo-
genomowa, ER — receptor estrogenowy, E — estradiol, TF — czynnik transkrypcyjny, P — reszta
fosforanowa (zmodyfikowany wg [3] za zgoda The Endocrine Society)

strukture hydrofobowej kieszeni przytaczajacej specyficzny ligand. Najwicksza homologie
receptory wykazuja w obrgbie domeny C [32].

Do naturalnych ligandow ER zaliczamy endogenne estrogeny (np. 17B-estradiol,
estron) oraz fitoestrogeny (np. genisteina, daidzeina). Po przylaczeniu si¢ liganda,
receptor jest uwalniany z nieaktywnego kompleksu z biatkami opiekunczymi (hsp 90,
70 i 56), a w obrgbie domeny E dochodzi do konformacyjnych zmian struktury
receptora i powstania specyficznego miejsca wiazania dla koaktywatorow jadrowych
[62]. Nastgpnie ER dimeryzuje i wiaze si¢ do specyficznego miejsca na DNA,
zwanego miejscem odpowiedzi na estrogeny (ERE, ryc. 1a), stymulujac lub hamujac
ekspresje odpowiednich genow [26, 66]. Z drugiej strony przybywa dowodow na to,
ze ER indukuja ekspresj¢ genéw niezawierajacych ERE. U podstaw tego zjawiska
lezy modulacja przez kompleks ligand-ER czynnikéw transkrypcyjnych innych niz ER
(interakcja biatko-biatko). Jest to tzw. genomowa, ERE-niezalezna droga dzialania
receptorow estrogenowych (ryc. 1b) [3, 19]. U ludzi, okoto jedna trzecia gendw, ktore
sa regulowane przez ER nie zawiera w swoim promotorze sekwencji ERE [55].

Niegenomowe dziatanie estrogenow

Niektore efekty wywotywane przez estrogeny zachodza zbyt szybko, by mogtly
zaleze¢ od transkrypcji i translacji [3]. Te szybkie odpowiedzi biologiczne sg indukowane
droga tzw. mechanizméw niegenomowych (ryc. 1c¢). Naleza tu m.in.: wplyw na
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aktywnosé domena zawias  domenawigzaca
transkrypcyjna  wiazaca ligand
DNA
595
ER« A/B C D E F
1 485
ERP A/B C D E F

RYCINA 2. Struktura receptoréw estrogenowych a i 3 (ERa i ). ERa zbudowany jest z 595, a ERf3
z 485 aminokwasow. W procentach przedstawiono stopien podobienstwa migdzy homologicznymi
domenami obydwu typow ER

synteze 1 aktywnos¢ cyklicznego AMP [64], aktywacja r6znych kinaz biatkowych, np.
kinaz tyrozynowych i kinaz MAP [44], czy tez mobilizacja wewnatrzkomorkowych
jondéw wapnia [29]. Niektorzy autorzy sugeruja, ze niegenomowe dzialanie estrogenow
moze zachodzi¢ za pomoca aktywacji tej subpopulacji ER, ktora jest zlokalizowana w
btonie komorkowej [59, 64]. Obecny stan wiedzy wskazuje, ze kazdy z podtypow
receptora estrogenowego moze posredniczy¢é zarOwno w niegenomowym, jak i
genomowym szlaku odpowiedzi na estrogeny.

GENOMOWE DZIALANIE FITOESTROGENOW

Znaczenie receptoréw estrogenowych w mechanizmie dziatania fitoestrogenow

Stwierdzono, ze fitoestrogeny moga wiaza¢ si¢ z ER 1 indukowa¢ sygnal podobny do
sygnatu estrogenowego. Mechanizm estrogennego dziatania fitoestrogendow moze wigc
obejmowag: a) aktywacje ER, b) zwickszanie sity wiazania kompleksu ER-ligand do ERE
i/lub ¢) ekspresje genow indukowanych estrogenami. Ponadto, w obecnosci estrogendw,
fitoestrogeny moga konkurowac z estrogenami o miejsce wiazace w ER. Efekt antyestrogenny
moze zosta¢ wywolany przez fitoestrogeny wowczas, gdy: a) blokuja w ER miejsce wigzace
ligand, b) hamuja wiazanie ER do DNA 1i/lub c) wplywaja na ekspresj¢ ER w sposdb
antagonistyczny do endogennych estrogenow, uniemozliwiajac tym ostatnim wywolywanie
specyficznej odpowiedzi biologiczne;.

Rozmieszczenie receptorow estrogenowych w organizmie zwierzecym

Obecny stan wiedzy wskazuje na to, ze estrogenny lub antyestrogenny charakter
odpowiedzi indukowanej przez fitoestrogeny zalezy m.in. od typu receptora i jego
wystepowania w réznych tkankach. Dystrybucja obu typéw ER w organizmie
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zwierzecym jest zroznicowana [33]. ERa wykryto w macicy, jajniku, gruczole
sutkowym, najadrzu, jadrze, sercu, aorcie, watrobie, nerce, nadnerczu, przysadce i
podwzgorzu. Najwyzszy poziom ekspresji ERB zlokalizowano w jajniku (komorki
ziarniste pecherzykow przedowulacyjnych) i komorkach srodbtonka prostaty, a takze
w wielu innych tkankach, np. osrodkowym uktadzie nerwowym, uktadzie krwionos-
nym, odporno$ciowym, moczowo-ptciowym, pokarmowym i oddechowym [32]. Obie
formy receptora wspotwystepuja w gruczole sutkowym, macicy, jajniku oraz w
naczyniach krwionoénych, przy czym przewaga jednego z nich zalezy zwykle od
tkanki i jej stanu fizjologicznego.

Powinowactwo fitoestrogenow do receptoréw estrogenowych

Powinowactwo fitoestrogenéw do ER zalezy od rodzaju fitoestrogenu, typu receptora
oraz gatunku zwierzecia [52]. Przykladem moze by¢ genisteina (4°,5,7-trihydroksyizoflawon),
ktora wiaze si¢ do ERb z silnym powinowactwem, ale brak jednej (daidzeina, biochanina
A) lub dwdch (formononetyna) grup hydroksylowych prowadzi do mniejszej lub wigkszej
utraty zdolno$ci wiazania. Wykazano, ze fitoestrogeny latwiej wiaza si¢ do receptoréw
ERD niz do ERa, jak rowniez silniej, w pordwnaniu z ERa, aktywuja wigzanie ERb do
ERE [37]. Istnieje kilka powszechnie stosowanych metod umozliwiajacych badanie
aktywnosci estrogenne;j fitoestrogendw. Oceniana jest w nich zdolno$¢ fitoestrogenow do
wiazania si¢ z ER (ang. ligand binding) oraz sita wiazania kompleksu ligand-ER do miejsca
ERE (ang. ER-binding to ERE). Ponadto, aby oceni¢ estrogenng lub antyestrogenna
aktywno$¢ fitoestrogenow czgsto stosuje si¢ wyposazone w gen reporterowy (zawierajacy
ERE) komorki transfekowane cDNA dla ERa lub ERb [67, 70]. Gen reporterowy charak-
teryzuje si¢ nastgpujaco: 1) nie wystgpuje w badanych komoérkach w warunkach
naturalnych, 2) ekspresj¢ tego genu tatwo jest zmierzy¢ (np. gen lucyferazy lub zielonego
biatka fluorescencyjnego), 3) zawiera w swojej sekwencji ERE. Transfekowane komorki
traktuje si¢ fitoestrogenami, ktdrych aktywnos$¢ wyraza sig, w zaleznosci od rodzaju genu
reporterowego, np. intensywnoscia swiecenia komorki. Badania aktywnoéci fitoestrogenow,
przeprowadzane na modelach komérkowych, pozwalaja na przyblizong oceng mozliwosci
oddziatywania tych ro$linnych estrogenéw na organizmy zwierzece in vivo.

ZdoIno$¢ wiazania fitoestrogenow i 17(B-estradiolu (E,) do ERa przedstawia sig
nastgpujaco: E,>>> kumestrol > genisteina > daidzeina > biochanina A > formononetyna,
natomiast w przypadku ERB: E,>> genisteina = kumestrol > daidzeina > biochanina A
> formononetyna. Por6wnanie powinowactwa fitoestrogenéow i E, do ER wskazuje na
znacznie mniejsza aktywno$¢ biologiczna fitoestrogenow. Z drugiej strony, ilosci
spozywanych przez ludzi i zwierzgta fitoestrogendw moga kompensowac t¢ roznice.
Wiadomo réwniez, ze fitoestrogeny w koncentracji zaledwie 1-10 nM stymuluja
aktywnos¢ transkrypcyjna obydwu typow ER [40]. Ponadto, wyzsze dawki fitoestroge-
now (100 nM) moga wywolywac odpowiedz komorkowa poréwnywalna do odpowiedzi
indukowanej przez hormony endogenne [2].



212 A. NYNCA, O. KRASZEWSKA, M. SEOMCZYNSKA, R. CIERESZKO

Wplyw fitoestrogendw na receptory estrogenowe

Estrogenne dzialanie fitoestrogenow. Znaczenie ER w transdukcji sygnatu
indukowanego przez fitoestrogeny podkreslaja liczne badania przeprowadzone na
komorkach uktadu rozrodczego roznych gatunkow zwierzat oraz liniach komorkowych
raka gruczotu mlekowego. Wydaje sig, ze aktywacja ER jest dominujacym mechaniz-
mem wywolywanym przez fitoestrogeny (podobnie jak estrogeny) w komoérkach
docelowych. Badania na izolowanych bydlgcych komorkach endometrium i ciatka
z6ttego wykazaly, ze fitoestrogeny stymuluja syntezg prostaglandyn przez te komorki
oraz ze wptyw ten zachodzi tylko poprzez aktywacje ER [81, 82]. Fitoestrogeny
moga nasladowaé dziatanie estrogendw poprzez wplyw na ekspresj¢ zaréwno
mRNA, jak i biatka receptorowego ERa i ERB. Podawanie estrogenow lub
fitoestrogenow (genisteina, daidzeina) szczurzycom obnizato poziom mRNA recepto-
réw estrogenowych o i B w macicy tych zwierzat [9, 12, 14]. Przeciwnie, w
komorkach ziarnistych jajnika myszy, genisteina stymulowata ekspresj¢ ER0l oraz
ERP [30], dziatajac jednak takze w sposob podobny do estrogendéw [84]. Zatem,
estrogenny charakter fitoestrogendw przejawiaé si¢ moze zarowno poprzez obnizanie
(macica), jak i stymulacje (jajnik) ekspresji mRNA dla ERa i ER[, a efekt tego
oddziatywania zalezy od rodzaju tkanki.

W dos$wiadczeniach in vivo istotng rolg wydaje si¢ odgrywac sposob podawania
fitoestrogendw. Genisteina podawana podskornie wywotywata spadek ilosci biatka
ERa w tkankach macicy szczuréw [8, 9]. Przeciwnie, genisteina dostarczana
zwierzetom w paszy nie miata wptywu na ekspresje¢ bialek ERa i ER[ [8, 9, 12,
28]. Wyniki te sugeruja, ze efekty biologiczne wywotywane przez fitoestrogeny
spozywane przez zwierze¢ta wraz z pokarmem sa mniej wyrazne od efektow powo-
dowanych przez fitoestrogeny podawane w formie iniekcji.

Estrogenny efekt dzialania fitoestrogenow obserwowano takze w licznych bada-
niach in vitro przeprowadzanych na liniach komorkowych ludzkich komorek
nowotworowych. Genisteina dodana do hodowli komorek raka gruczotu mlekowego
powodowata spadek poziomu mRNA i biatka dla ERa [13, 47, 68, 75], nasladujac
dziatanie estradiolu. Podobne do estradiolu dziatanie genisteiny zaobserwowano takze
w odniesieniu do ekspresji ER[, gdzie poziom mRNA dla ER wzrastat po dodaniu
do hodowli zar6wno E,, jak i genisteiny [5]. Analiza wptywu genisteiny i biochaniny
A oraz E na ekspresje biatka ERB w izolowanych komorkach ziarnistych jajnika
swini takze wykazala wzrost poziomu tego biatka zard6wno po dodaniu do hodowli
E,, jak 1 badanych fitoestrogenow [53]. Ponadto, w doswiadczeniu wykonanym na
osteoblastach $wini zarwno E,, jak i1 daidzeina dziataty w ten sam sposob, podnoszac
poziom ekspresji biatka ER[3 [11]. Analogiczne do estradiolu dziatanie fitoestrogenow
w licznych tkankach uktadu rozrodczego oraz w komorkach nowotworowych uzasad-
nia celowos¢ badan, jakie podejmuja naukowcy, aby pozna¢ mechanizm dzialania
tych zwiazkow, szczegolnie jesli chodzi o potencjalne anty- lub pronowotworowe
wlasciwosci fitoestrogenow.

Antyestrogenne dzialanie fitoestrogenow. Estrogeny Srodowiskowe moga dziata¢
przeciwstawnie do estrogenéw endogennych. Istnieja doniesienia, ze fitoestrogeny
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(genisteina, kumestrol, ekwol, daidzeina) hamuja specyficzne wiazanie E, do ER w macicy
i gruczole mlekowym ludzi oraz w macicy szczurdw [2]. Antyestrogenne dzialanie
estrogendw Ssrodowiskowych polegaé moze na modulowaniu ekspresji receptorow
estrogenowych w komorkach docelowych. Dziatanie to wida¢ szczegdlnie wyraznie w
strukturach mézgowych zwiazanych z osia podwzgoérze — przysadka — gonady.
Podawanie szczurzycom pozywienia bogatego w fitoestrogeny powodowato podwyzszenie
poziomu mRNA dla ERB w podwzgodrzu, bez wzgledu na to, czy w diecie byta
mieszanka fitoestrogenow [56, 80] czy dominowata genisteina [57] lub kumestrol [58,
80]. W tych samych uktadach doswiadczalnych E, powodowat efekt przeciwny — obnizat
poziom mRNA dla ERB. Wzrost ilosci biatka ERQ zaobserwo-wano réwniez w
komorkach przysadki owiec, ktérym genisteing podano do trzeciej komory moézgu [63].
Jednak w tym doswiadczeniu, podobnie jak w nizej cytowanym eksperymencie, nie
badano wptywu estradiolu. Przeciwnie do szczuréw i owiec, w podwzgorzu u $wini
daidzeina hamowala ekspresjc mRNA dla ERB [65]. Fitoestrogeny moga zaburzaé
funkcjonowanie organizmu ludzi i zwierzat dzialajac przeciwstawnie do estrogendéw
endogennych i zmieniajac odpowiedzi wywotywane przez te hormony.

Od czego zaleiy wplyw fitoestrogenow na ekspresje receptorow estrogeno-
wych? Opisane powyzej dziatania fitoestrogendw wydaja si¢ zaleze¢ przede wszyst-
kim od gatunku zwierzecia, badanej tkanki, typu ER oraz sposobu podania fito-
estrogenow. Poza tym, czynnikiem wptywajacym na ekspresj¢ ER jest rowniez
stezenie stosowanych fitoestrogenow [30, 54], ktore moze takze decydowaé o
estrogennym lub antyestrogennym dziataniu badanego zwiazku. Genisteina podawana
podskornie kilkudniowym myszom, w dawce 1 [lg na dobg podwyzszata, a w dawce
100 pg obnizata poziom mRNA i biatka receptorowego ERa i ERP w jajnikach
[30]. Podobnie, niskie stezenia genisteiny stymulowaty ekspresj¢ mRNA dla ERa
w ludzkich komorkach endometrium in vitro, a wysokie ekspresje t¢ obnizaty [83].
Genisteina nie wykazywata jednak dwufazowej aktywno$ci w badaniach na
komorkach ludzkiej linii komorek raka piersi (MCF-7), gdyz podawana do medium
hodowlanego zaréwno w nizszej (10 M), jak i wyzszej (100 M) koncentracji
zmniejszata poziom biatka ERa [47]. By¢ moze, w tym przypadku, nie badano dawki
genisteiny dostatecznie niskiej dla tego uktadu do$wiadczalnego. Dyskutowane
zwiazki miedzy fitoestrogenami obecnymi w diecie a chorobami nowotworowymi
czy naczyniowymi [39] uzasadniaja potrzeb¢ podejmowania badan dotyczacych
zaleznego od dawki wplywu fitoestrogendw na komorki docelowe.

Wrazliwo$¢ komorek uktadu rozrodczego na dziatanie fitoestrogenow wydaje sig
takze zaleze¢ od czasu ekspozycji na te zwiazki oraz od $rodowiska hormonalnego,
w jakim badane komorki si¢ znajduja. W komoérkach macicy szczurdw iniekcje
genisteiny wywotywaty zréznicowane efekty w zaleznosci od czasu ekspozycji oraz
od tego, ktory typ ER badano i czy czynnikiem badanym byt poziom mRNA czy
biatka ER. Zaobserwowano znaczne obnizenie poziomu mRNA dla ER( po 7
godzinach od iniekcji, natomiast po jednej lub trzech dobach efekt ten nie byt juz
tak widoczny [12]. W tym samym do$wiadczeniu, genisteina hamowata takze
ekspresj¢ mRNA dla ERa, jednak efekt ten nie zmienial si¢ w czasie. Natomiast
badania Lee 1 wsp. [42], w ktorych analizowano ekspresj¢ biatka receptorowego
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ERa i ERB w macicy szczurzyc, wykazaty wzrost poziomu ERa po 3 i 6 godzinach
po iniekcji genisteiny, podczas gdy po 12 i 24 godzinach ilo$¢ ERa nie roznita sig
od grupy kontrolnej. Nie zaobserwowano natomiast zmian w poziomie biatka ER[3
bez wzgledu na czas, jaki uptynat od iniekcji genisteiny [42]. Ciekawe jest, ze
wigkszo$¢ badan dotyczacych wptywu genisteiny na ekspresje ER0 w komoérkach
MCF-7 wykazuje brak wplywu czasu ekspozycji na fitoestrogen. Zarowno krotsze
(24 godz.), jak i1 dlugotrwale (6 dni) traktowanie komodrek genisteing hamowato
ekspresj¢ mRNA ERa [47, 68, 75]. Czas ekspozycji komorek na fitoestrogeny moze
by¢ czynnikiem, od ktoérego zalezy wplyw tych zwiazkéw m.in. na ekspresj¢ ER.
Wydaje si¢ jednak, ze zar6wno typ receptora, jak i rodzaj tkanki odgrywa wazniejsza
niz czas rolg¢ w tych oddziatywaniach.

Wplyw fitoestrogenéw na sile wiazania aktywnych ER do ERE/transaktywacje ER

Fitoestrogeny, oprocz wptywu na ekspresje ER, moga zaburza¢ funkcjonowanie
ER-pozytywnych komorek poprzez modulowanie sity wiazania ERa i/lub ER[3 do
specyficznego miejsca na DNA. Najczgsciej zwiazki te dziataja jak agonisci ER,
wspotzawodniczac z endogennymi estrogenami w stymulowaniu wigzania ER do
ERE. Kumestrol, ekwol, genisteina i daidzeina indukowaty wiazanie ERa i ER do
ERE [37]. Podobnie, Harris i wsp. [23] wykazali, ze zarowno w obecnosci, jak i
przy braku E, genisteina i daidzeina zwigkszaty site wiazania ERPB do ERE w
komoérkach MCF-7. Badania na transfekowanych komorkach (sztucznie zaopatrzo-
nych w ER i ERE) rowniez wykazaty, ze fitoestrogeny (genisteina, daidzeina,
kumestrol, biochanina A, apigenina), dziafajac analogicznie do E,, stymulowaty
transaktywacje ER [1, 67]. Sita transaktywacji ER zalezata od rodzaju stosowanego
fitoestrogenu 1 jego dawki. Przyktadowo, koncentracja fitoestrogenu niezbgdna do
wywotania 50% maksymalnej indukcji transaktywacji wynosita w przypadku geniste-
iny — 55 nM, daidzeiny — 1,2 uM, a biochaniny A — 50 uM [1]. Natomiast wyzsze
stezenia (> 50 uM) niektorych fitoestrogenow (kumestrol, kempferol, kwercetyna)
hamowaty proces wiazania receptoréw estrogenowych do DNA blokujac efekty
biologiczne wywolywane przez endogenne estrogeny [23, 37].

Wigkszos¢ badan dotyczacych mechanizmu dziatania fitoestrogenéw wskazuje na
bardzo wazna rolg, jaka pehnia receptory estrogenowe. Wptyw fitoestrogenéw na
ekspresj¢ ER, sil¢ wiazania aktywnych ER do ERE oraz na transaktywacj¢ ER
wydaje si¢ by¢ kluczowym mechanizmem oddzialywania tych zwiazkéw w komor-
kach uktadu rozrodczego samicy.

Znaczenie innych receptorow w mechanizmie dziatania fitoestrogenow

Mechanizm dziatania fitoestrogendw moze réwniez obejmowac aktywacje
receptorow wewnatrzkomorkowych innych niz ER. Niestety niewiele jest publikacji
poswigconych temu problemowi u samic. Dlatego tez w tym rozdziale uwzglednimy
rowniez informacje uzyskane w doswiadczeniach przeprowadzonych na samcach i
liniach komoérkowych. Podanie szczurom genisteiny w pozywieniu powodowato
indukcje ekspresji mRNA dla receptora progesteronowego (PR) oraz spadek poziomu
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biatka PR w macicy [12]. Natomiast, iniekcje genisteiny nie wptywaty na poziom
mRNA dla PR, ale powodowaly wzrost bialkka PR w macicy szczurzyc [9]. U
samcOw szczura, spozywanie genisteiny wywotywato spadek ekspresji zaréwno
mRNA, jak i biatka dla receptora androgenowego (AR) w prostacie [17, 45].
Podobnie w jadrach u myszy zaobserwowano spadek poziomu mRNA dla AR po
podaniu genisteiny [73]. W badaniach na transfekowanych komorkach Hepa-1
(mysia linia komorkowa komorek raka watroby) wykazano, ze fitoestrogeny moga
rowniez aktywowac receptor weglowodoréw aromatycznych (AhR), ktory uwazany
jest powszechnie za receptor dioksyn [72, 85]. Inni autorzy wykazali, ze biochanina
A indukowata zdolno$¢ wiagzania si¢ AhR do odpowiedniego miejsca na DNA w
komorkach MCF-7 [22]. Ponadto, zaobserwowano aktywacjg receptorow aktywowa-
nych proliferatorami peroksysomow (PPAR) przez daidzeing, biochaning A i formo-
nonetyne w ludzkich komorkach nowotworu macicy Hel.a [71]. Mozliwo$¢ oddziaty-
wania fitoestrogenow poprzez kilka réznych receptorow czyni mechanizm ich dziata-
nia bardziej ztozonym. Moga one zaburza¢ funkcjonowanie komorek, ktére maja
receptory inne niz estrogenowe i uruchamia¢ szlaki wewnatrzkomorkowej transdukcji
sygnatlu niezwiazane z ER.

NIEGENOMOWE DZIALANIE FITOESTROGENOW

Wiele efektow, ktore fitoestrogeny wywoluja w komodrkach uktadu rozrodczego samicy,
zachodzi zbyt szybko, by mogly one by¢ zwiazane z ekspresja specyficznych genow i
biosynteza biatek. To niegenomowe dzialanie fitoestrogenow moze obejmowaé wicle
réznych procesow wewnatrzkomorkowych dotyczacych m.in. cyklu komoérkowego i
proliferacji komorek, biosyntezy i metabolizmu hormonéw steroidowych i kwasow
thuszczowych czy wewnatrzkomorkowych szlakow transdukeji sygnatu.

Wplyw fitoestrogenow na aktywno$¢ enzymow steroidogenezy oraz enzymow
metabolizujacych estrogeny

Fitoestrogeny moga wplywac na dostgpnos¢ estrogendéw endogennych poprzez
wplyw na enzymy biorace udzial w syntezie, a takze metabolizmie estrogenow.
Badania na ludzkich luteinizujacych komoérkach ziarnistych wykazaty, ze genisteina,
daidzeina i biochanina A hamuja aktywno$¢ dehydrogenazy 3B-hydroksysteroidowej
(3B-HSD) oraz dehydrogenazy 17B-hydroksysteroidowej (173-HSD) — enzyméow
odpowiedzialnych za przeksztalcanie odpowiednio pregnenolonu w progesteron (P,)
i estronu w E, [41, 79]. Fitoestrogeny wiazaty si¢ do tych enzymow, redukujac ich
dostgpnos¢ i1 skutecznos¢ w przeksztalcaniu prekursorow steroidowych [10, 41, 78].
Ponadto, stwierdzono, ze mikromolowe dawki genisteiny, biochaniny A, daidzeiny i
apigeniny obnizaly aktywno$¢ aromatazy (enzym konwertujacy testosteron do E,)
w ludzkich luteinizujacych komoérkach ziarnistych [41]. Z drugiej strony, dodanie
genisteiny do hodowli ludzkich komoérek endometrium powodowato wzrost poziomu
biatka aromatazy, a takze aktywnosci tego enzymu [16].
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Wykazano, ze genisteina zmniejsza produkcj¢ E, i estronu poprzez inhibicjg aktywnosci
17B-HSD i aromatazy w komorkach nowotworowych MCF-7, przyczyniajac si¢ w ten
sposob do hamowania proliferacji tych komorek [4]. W komorkach raka prostaty genisteina
hamowala aktywnos¢ Sa-reduktazy, co moze by¢ jednym z czynnikéw obnizajacych ryzyko
wystapienia tej choroby [20]. W przeciwienstwie do efektow powodowanych przez
fitoestrogeny w badaniach in vitro, fitoestrogeny obecne w diecie nie wptywaly na
aktywnos¢ enzymow szlaku steroidogenezy [43, 76].

Ponadto, fitoestrogeny moga hamowaé¢ aktywno$¢ enzymoéw odpowiedzialnych
za przeksztatcanie aktywnych biologicznie estrogenow w nieaktywne formy, np.
siarczany. Genisteina i metabolit daidzeiny — ekwol hamowaty estrogenowa sulfotrans-
ferazg w preparatach cytozolowych pochodzacych z ludzkiej watroby [24]. Podobnie
Kirk i wsp. [35] wykazali w ptytkach krwi u ludzi hamujacy wplyw flawonoidow
(m.in. genisteiny, daidzeiny, apigeniny) na aktywnos$¢ sulfotransferazy. Interesujace,
ze dawki flawonoidow zdolne do obnizania aktywnosci sulfotransferaz sa poroéwny-
walne ze stezeniami obecnymi we krwi osobnikéw spozywajacych diet¢ bogata w
fitoestrogeny. Wydaje sig, ze wplyw fitoestrogendw na dostgpnosé estrogendow w
komorce poprzez modulowanie steroidogenezy oraz metabolizmu estrogendow moze
by¢ istotnym czynnikiem regulujacym rézne procesy komorkowe.

Wplyw fitoestrogenow na biatka wiazace hormony piciowe

Wigkszos¢ estrogenow krazacych we krwi zwigzanych jest z biatkami wiazacymi
SBP (ang. sex steroid binding protein). Wykazano, ze genisteina stymuluje synteze
SBP w hodowlach ludzkich hepatocytow [2]. Takie dziatanie fitoestrogendow moze
redukowac poziom wolnych (niezwiazanych) estrogenéw we krwi, co zmniejsza ich
dostgpnos¢ dla komorek [66]. Z drugiej strony, fitoestrogeny moga hamowac¢ wigzanie
hormonéw steroidowych do SBP [50]. Jury i wsp. [31] wykazali, ze estrogeny
srodowiskowe konkuruja z endogennymi steroidami o miejsca wiazace w SBP i w
przypadku duzej ilosci fitoestrogenow we krwi moga one wypiera¢ z tego wigzania
estrogeny endogenne. Fitoestrogeny poprzez wptyw na syntez¢ SBP i sile wigzania
estrogenow do SBP moga regulowaé¢ poziom wolnych estrogendéw, czyniac je z
jednej strony dostepnymi dla komorek docelowych, a z drugiej bardziej podatnymi
na przemiany metaboliczne.

Wplyw fitoestrogenéw na wewnatrzkomorkowe enzymy 1 przekazniki
transdukcji sygnatow

Genisteina jest uwazana za inhibitor kinaz tyrozynowych (PTK), enzymow
pehiacych wazna rolg w transdukeji sygnatow komorkowych i regulacji cyklu komor-
kowego [6]. Jako inhibitor PTK, moze regulowa¢ uwalnianie przez komorki jajnika
substancji biologicznie czynnych, wywierajacych stymulujacy efekt na procesy rozrod-
cze, np. insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF-1), P,, E, i cAMP [48, 77].
Stwierdzono, ze genisteina, poprzez hamowanie aktywnosci PTK, zwigkszata synteze
cAMP przez komorki ziarniste jajnika ludzi [79], bydfa i krolika [48]. Genisteina
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wykazywala tez hamujacy wptyw na produkcje P, przez luteinizujace komorki
ziarniste szczura [77] oraz P, i E, przez luteinizujace komorki ziarniste ludzi [79].

Obnizanie aktywno$ci PTK przez genisteing moze stanowi¢ jeden z mechanizméw
hamujacych rozwdj nowotwordéw. Genisteina, obnizajac aktywno$¢ tych kinaz, przyczynia
si¢ do spadku ilosci ufosforylowanej tyrozyny w komorce. Sugeruje sig, ze procesy
fosforylacji tyrozyny sa skorelowane z rozwojem raka, gdyz okoto 50% onkogenéw koduje
receptory majace aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej lub inne wewnatrzkomorkowe biatka
katalizujace fosforylacje tyrozyny [46]. Fitoestrogeny hamuja takze aktywnos$¢ kinazy
biatkowej C [27] oraz kinaz MAP [10]. Niestety, w doswiadczeniach, w ktorych
przedmiotem badan byly wiasciwosci fitoestrogendw odpowiedzialne za hamowanie
aktywnosci enzymow komorkowych, stosowano tylko wysokie (30—100 M), niespotykane
w warunkach in vivo stgzenia fitoestrogenow [61].

Wplyw fitoestrogenow na stymulatory 1 inhibitory angiogenezy
oraz topoizomerazy

Liczne do$wiadczenia z udziatem fitoestrogenow dotycza zjawiska angiogenezy,
towarzyszacej np. nowotworzeniu. Tworzenie si¢ nowych naczyn krwionosnych jest
uwarunkowane dziataniem substancji stymulujacych angiogenezg, tj. naczyniowo-
srédblonkowego czynnika wzrostu (VEGF) 1 metaloproteinaz (MMP). VEGF jest
czynnikiem mitogennym dla komoérek $rodblonka naczyn. Metaloproteinazy natomiast
degraduja macierz zewnatrzkomorkowa, utatwiajac rozwoj nowotworu. Za inhibitory
angiogenezy uwaza si¢ cytokiny (np. interleukina 12 i 18), angiopoetyne oraz
tkankowe inhibitory metaloproteinaz (TIMP). Proces tworzenia si¢ naczyn krwionos-
nych hamuja takze fitoestrogeny. Dodanie genisteiny do hodowli réznych typow
nowotworowych linii komérkowych spowodowalo obnizenie poziomu mRNA dla
MMP [38]. Podobnie, genisteina hamowata MMP i stymulowata ekspresj¢ TIMP
w ludzkich komoérkach raka piersi [69]. W tym samym doswiadczeniu wykazano
takze hamujacy wplyw genisteiny na angiogeneze in vivo. U myszy z wszczepionymi
ludzkimi komdérkami nowotworowymi po podaniu genisteiny zauwazono zmniejszenie
poziomu VEGF oraz zahamowanie rozwoju nowych naczyn krwiono$nych i wzrostu
nowotworu. Zjawisko hamowania angiogenezy przez fitoestrogeny moze w przysztos-
ci zosta¢ wykorzystane do walki z chorobami nowotworowymi.

Obnizanie aktywnosci topoizomeraz typu I i II jest kolejnym przykiadem potencjalnych,
antynowotworowych wlasciwosci genisteiny. Topoizomerazy to enzymy odpowiedzialne
za katalizowanie reakcji przecinania i taczenia tancuchow DNA, biorace czynny udziat
w licznych procesach komodrkowych: replikacji DNA, rekombinacji, transkrypcji.
Genisteina, hamujac aktywno$¢ topoizomerazy 1I, moze doprowadzi¢ do zahamowania
wzrostu komérkowego, a nawet do apoptozy komorek [7, 49]. Istnieja przypuszczenia,
ze niskie dawki genisteiny moga indukowa¢ niewykrywalne uszkodzenia DNA w
miejscach kodujacych specyficzne geny odpowiedzialne za wzrost komérkowy [61].
Takie dzialanie fitoestrogenu w tkance rakowej przyczynialoby si¢ do obnizenia zdolnosci
zmienionej tkanki do niekontrolowanego rozrostu.
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Wplyw fitoestrogendw na procesy antyoksydacyjne

Wolne rodniki uwaza sig za jeden z kancerogennych czynnikow, przyczyniajacych
si¢ do powstawania nowotwordow u ludzi i zwierzat. Juz w latach siedemdziesiatych
znana byla rola genisteiny jako przeciwutleniacza wykorzystywanego w przemysle
spozywczym [21]. Antyoksydacyjne wlasciwosci fitoestrogenéw (genisteina, daidzeina,
kempferol, kumestrol) stwierdzono zarowno w badaniach in vitro, jak i in vivo [51].
Sugeruje to, ze fitoestrogeny moga przyczynia¢ si¢ do obnizania zachorowalnosci na
raka, ochraniajac komorki przed peroksydacja lipidoéw oraz modulujac syntezg, uczest-
niczacych w procesie kancerogenezy, prostaglandyn i leukotrienéw [34]. Genisteina
moze takze obniza¢ produkcj¢ reaktywnych form tlenu przez komoérki nowotworowe
i komorki uktadu immunologicznego [61]. W badaniach in vivo u myszy, genisteina
podwyzszala aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych: katalazy, dysmutazy ponadtlen-
kowej, peroksydazy glutationowej 1 reduktazy glutationowej [S1]. Antyoksydacyjne
wilasciwosci fitoestrogenow, podobnie jak ich rola w hamowaniu aktywnosci topoizo-
meraz i angiogenezy, wydaja si¢ stanowi¢ wazne mechanizmy, dzigki ktérym zwiazki
te moga zosta¢ wykorzystane do walki z chorobami nowotworowymi.

PODSUMOWANIE

Analizujac mechanizm dziatania fitoestrogendw nie mozna automatycznie przeklada¢
wynikow eksperymentow prowadzonych w okreslonych warunkach doswiadczalnych
(gatunek, pte¢, tkanka, czas i sposob ekspozycji, stezenie i rodzaj fitoestrogenu, typ
receptora) na inne warunki. Szczegolna ostroznos¢ nalezy zachowaé przy poréwny-
waniu wynikow uzyskanych w warunkach in vitro z zachodzacymi in vivo. Ze
wzgledu na ilo$¢ i1 réznorodnos¢ proceséw, w regulacje ktdrych zaangazowane sa
fitoestrogeny oraz ze wzgledu na istniejace roznice gatunkowe, osobnicze i tkankowe
wiele pytan dotyczacych funkcji i mechanizmu dziatania fitoestrogenow pozostaje na
razie bez odpowiedzi. Sposrod poznanych dotad sposoboéw wewnatrzkomorkowego
dziatania fitoestrogendw najwigkszym zainteresowaniem cieszy si¢ aktywacja recepto-
row estrogenowych. Mimo wysitku licznych grup badawczych, nawet ten, tak
intensywnie badany problem zawiera jeszcze wiele niewiadomych.
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