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Streszczenie: Fitoestrogeny to wystêpuj¹ce w wielu ro�linach zwi¹zki chemiczne, które m.in. mog¹ wp³y-
waæ na procesy rozrodcze ludzi i zwierz¹t. W komórkach docelowych mog¹ na�ladowaæ dzia³anie estroge-
nów endogennych (dzia³anie estrogenne), jak równie¿ dzia³aæ w stosunku do nich antagonistycznie (dzia³a-
nie antyestrogenne). W prezentowanej pracy przedstawiono wspó³czesne pogl¹dy na wewn¹trzkomórko-
wy mechanizm dzia³ania fitoestrogenów w komórkach jajnika, macicy i gruczo³u 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 ro�linnego, strukturalnie przypominaj¹ce
estrogeny � hormony wytwarzane przez steroidogenne komórki organizmów zwierzêcych
(estrogeny endogenne). Zawarte w diecie ludzi i zwierz¹t fitoestrogeny oddzia³uj¹ na
ró¿ne komórki i narz¹dy, w tym te docelowe (jajnik, macica) dla estrogenów endogennych
(17β-estradiol, estron). W komórkach docelowych, fitoestrogeny mog¹ na�ladowaæ
dzia³anie estrogenów endogennych (dzia³anie estrogenne), jak równie¿ dzia³aæ w stosunku
do nich antagonistycznie (dzia³anie antyestrogenne). Wyniki badañ z ostatnich kilku lat
wskazuj¹, ¿e fitoestrogeny wp³ywaj¹ na komórkow¹ ekspresjê receptorów estrogenowych
(ER). Aktywacja ER, z kolei, mo¿e prowadziæ do ekspresji genów zale¿nych od
estrogenów. Wewn¹trzkomórkowy mechanizm dzia³ania fitoestrogenów, poza oddzia-
³ywaniem z ER, mo¿e obejmowaæ wp³yw na aktywno�æ enzymów odpowiedzialnych
za syntezê i metabolizm samych estrogenów [15]. Fitoestrogeny oddzia³uj¹ tak¿e na
funkcje niektórych komórek za po�rednictwem mechanizmów niezwi¹zanych z
estrogenami; mog¹ na przyk³ad modulowaæ aktywno�æ bia³ek zaanga¿owanych w
wewn¹trzkomórkowe przeka�nictwo sygna³u [27] lub wp³ywaæ na ekspresjê ró¿nych
estrogenoniezale¿nych genów [36].

WEWN¥TRZKOMÓRKOWY MECHANIZM DZIA£ANIA
ESTROGENÓW

Estrogeny wp³ywaj¹ na prawid³owy wzrost, rozwój i funkcje szeregu struktur
uk³adu rozrodczego, takich jak: jajniki, macica i pochwa [60]. Swoje efekty biologicz-
ne indukuj¹ w komórkach docelowych zarówno za pomoc¹ mechanizmów geno-
mowych, jak i niegenomowych (ryc. 1).

Genomowe dzia³anie estrogenów i receptory estrogenowe

Najczê�ciej badanym sposobem dzia³ania estrogenów endogennych, a tak¿e
�rodowiskowych jest droga genomowa, obejmuj¹ca aktywacjê swoistych ER (ryc. 1a)
[18, 25]. Wyró¿nia siê dwa podstawowe typy receptorów estrogenowych: ERα i ERβ,
które s¹ kodowane przez dwa odrêbne geny zlokalizowane na ró¿nych chromosomach
[40]. Nale¿¹ one do rodziny receptorów wewn¹trzkomórkowych i pe³ni¹ funkcjê
czynników transkrypcyjnych. Zbudowane s¹ z sze�ciu domen oznaczonych literami od
A do F (ryc. 2). Domeny A i B, zlokalizowane na koñcu aminowym bia³ka, odpowiadaj¹
za aktywacjê transkrypcji niezale¿n¹ od liganda. Domena C jest zaanga¿owana w
dimeryzacjê receptora oraz w przy³¹czanie kompleksu ligand-receptor do specyficznej
sekwencji DNA. Domena ta, we wszystkich typach receptorów wewn¹trzkomórkowych,
ma budowê tzw. palców cynkowych. W zjawisku dimeryzacji  receptora bierze tak¿e
udzia³ domena E, a jej fragment po³o¿ony na koñcu karboksylowym jest odpowiedzialny
za aktywacjê transkrypcji zale¿n¹ od przy³¹czenia liganda [74]. Domena E zawiera
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strukturê hydrofobowej kieszeni przy³¹czaj¹cej specyficzny ligand. Najwiêksz¹ homologiê
receptory wykazuj¹ w obrêbie domeny C [32].

Do naturalnych ligandów ER zaliczamy endogenne estrogeny (np. 17β-estradiol,
estron) oraz fitoestrogeny (np. genisteina, daidzeina). Po przy³¹czeniu siê liganda,
receptor jest uwalniany z nieaktywnego kompleksu z bia³kami opiekuñczymi (hsp 90,
70 i 56), a w obrêbie domeny E dochodzi do konformacyjnych zmian struktury
receptora i powstania specyficznego miejsca wi¹zania dla koaktywatorów j¹drowych
[62]. Nastêpnie ER dimeryzuje i wi¹¿e siê do specyficznego miejsca na DNA,
zwanego miejscem odpowiedzi na estrogeny (ERE, ryc. 1a), stymuluj¹c lub hamuj¹c
ekspresjê odpowiednich genów [26, 66]. Z drugiej strony przybywa dowodów na to,
¿e ER indukuj¹ ekspresjê genów niezawieraj¹cych ERE. U podstaw tego zjawiska
le¿y modulacja przez kompleks ligand-ER czynników transkrypcyjnych innych ni¿ ER
(interakcja bia³ko-bia³ko). Jest to tzw. genomowa, ERE-niezale¿na droga dzia³ania
receptorów estrogenowych (ryc. 1b) [3, 19]. U ludzi, oko³o jedna trzecia genów, które
s¹ regulowane przez ER nie zawiera w swoim promotorze sekwencji ERE [55].

Niegenomowe dzia³anie estrogenów

Niektóre efekty wywo³ywane przez estrogeny zachodz¹ zbyt szybko, by mog³y
zale¿eæ od transkrypcji i translacji [3]. Te szybkie odpowiedzi biologiczne s¹ indukowane
drog¹ tzw. mechanizmów niegenomowych (ryc. 1c). Nale¿¹ tu m.in.: wp³yw na

RYCINA 1. Wewn¹trzkomórkowy mechanizm dzia³ania estrogenów: a � klasyczna droga genomowa
ERE-zale¿na; b � droga genomowa ERE-niezale¿na, c � droga niegenomowa, d � droga niegenomowo-
genomowa, ER � receptor estrogenowy, E

2
 � estradiol, TF � czynnik transkrypcyjny, P � reszta

fosforanowa (zmodyfikowany wg [3] za zgod¹ The Endocrine Society)
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syntezê i aktywno�æ cyklicznego AMP [64], aktywacja ró¿nych kinaz bia³kowych, np.
kinaz tyrozynowych i kinaz MAP [44], czy te¿ mobilizacja wewn¹trzkomórkowych
jonów wapnia [29]. Niektórzy autorzy sugeruj¹, ¿e niegenomowe dzia³anie estrogenów
mo¿e zachodziæ za pomoc¹ aktywacji tej subpopulacji ER, która jest zlokalizowana w
b³onie komórkowej [59, 64]. Obecny stan wiedzy wskazuje, ¿e ka¿dy z podtypów
receptora estrogenowego mo¿e po�redniczyæ zarówno w niegenomowym, jak i
genomowym szlaku odpowiedzi na estrogeny.

GENOMOWE DZIA£ANIE FITOESTROGENÓW

Znaczenie receptorów estrogenowych w mechanizmie dzia³ania fitoestrogenów

Stwierdzono, ¿e fitoestrogeny mog¹ wi¹zaæ siê z ER i indukowaæ sygna³ podobny do
sygna³u estrogenowego. Mechanizm estrogennego dzia³ania fitoestrogenów mo¿e wiêc
obejmowaæ: a) aktywacjê ER, b) zwiêkszanie si³y  wi¹zania kompleksu ER-ligand do ERE
i/lub c) ekspresjê genów indukowanych estrogenami. Ponadto, w obecno�ci estrogenów,
fitoestrogeny mog¹ konkurowaæ z estrogenami o miejsce wi¹¿¹ce w ER. Efekt antyestrogenny
mo¿e zostaæ wywo³any przez fitoestrogeny wówczas, gdy: a) blokuj¹ w ER miejsce wi¹¿¹ce
ligand, b) hamuj¹ wi¹zanie ER do DNA i/lub c) wp³ywaj¹ na ekspresjê ER w sposób
antagonistyczny do endogennych estrogenów, uniemo¿liwiaj¹c tym ostatnim wywo³ywanie
specyficznej odpowiedzi biologicznej.

Rozmieszczenie receptorów estrogenowych w organizmie zwierzêcym

Obecny stan wiedzy wskazuje na to, ¿e estrogenny lub antyestrogenny charakter
odpowiedzi indukowanej przez fitoestrogeny zale¿y m.in. od typu receptora i jego
wystêpowania w ró¿nych tkankach. Dystrybucja obu typów ER w organizmie

RYCINA 2. Struktura receptorów estrogenowych α i  β  (ERα i β). ERα zbudowany jest z 595, a  ERβ
z 485 aminokwasów. W procentach przedstawiono stopieñ podobieñstwa miêdzy homologicznymi
domenami obydwu typów ER
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zwierzêcym jest zró¿nicowana [33]. ERα wykryto w macicy, jajniku, gruczole
sutkowym, naj¹drzu, j¹drze, sercu, aorcie, w¹trobie, nerce, nadnerczu, przysadce i
podwzgórzu. Najwy¿szy poziom ekspresji ERβ zlokalizowano w jajniku (komórki
ziarniste pêcherzyków przedowulacyjnych) i komórkach �ródb³onka prostaty, a tak¿e
w wielu innych tkankach, np. o�rodkowym uk³adzie nerwowym, uk³adzie krwiono�-
nym, odporno�ciowym, moczowo-p³ciowym, pokarmowym i oddechowym [32]. Obie
formy receptora wspó³wystêpuj¹ w gruczole sutkowym, macicy, jajniku oraz w
naczyniach krwiono�nych, przy czym przewaga jednego z nich zale¿y zwykle od
tkanki i jej stanu fizjologicznego.

Powinowactwo fitoestrogenów do receptorów estrogenowych

Powinowactwo fitoestrogenów do ER zale¿y od rodzaju fitoestrogenu, typu receptora
oraz gatunku zwierzêcia [52]. Przyk³adem mo¿e byæ genisteina (4�,5,7-trihydroksyizoflawon),
która wi¹¿e siê do ERb z silnym powinowactwem, ale brak jednej (daidzeina, biochanina
A) lub dwóch (formononetyna) grup hydroksylowych prowadzi do mniejszej lub wiêkszej
utraty zdolno�ci wi¹zania. Wykazano, ¿e fitoestrogeny ³atwiej wi¹¿¹ siê do receptorów
ERb ni¿ do ERa, jak równie¿ silniej, w porównaniu z ERa, aktywuj¹ wi¹zanie ERb do
ERE [37]. Istnieje kilka powszechnie stosowanych metod umo¿liwiaj¹cych badanie
aktywno�ci estrogennej fitoestrogenów. Oceniana jest w nich zdolno�æ fitoestrogenów do
wi¹zania siê z ER (ang. ligand binding) oraz si³a wi¹zania kompleksu ligand-ER do miejsca
ERE (ang. ER-binding to ERE). Ponadto, aby oceniæ estrogenn¹ lub antyestrogenn¹
aktywno�æ fitoestrogenów czêsto stosuje siê wyposa¿one w gen reporterowy (zawieraj¹cy
ERE) komórki transfekowane cDNA dla ERa lub ERb [67, 70]. Gen reporterowy charak-
teryzuje siê nastêpuj¹co: 1) nie wystêpuje w badanych komórkach w warunkach
naturalnych, 2) ekspresjê tego genu ³atwo jest zmierzyæ (np. gen lucyferazy lub zielonego
bia³ka fluorescencyjnego), 3) zawiera w swojej sekwencji ERE. Transfekowane komórki
traktuje siê fitoestrogenami, których aktywno�æ wyra¿a siê, w zale¿no�ci od rodzaju genu
reporterowego, np. intensywno�ci¹ �wiecenia komórki. Badania aktywno�ci fitoestrogenów,
przeprowadzane na modelach komórkowych, pozwalaj¹ na przybli¿on¹ ocenê mo¿liwo�ci
oddzia³ywania tych ro�linnych estrogenów na organizmy zwierzêce in vivo.

Zdolno�æ wi¹zania fitoestrogenów i 17β-estradiolu (E
2
) do ERα przedstawia siê

nastêpuj¹co: E
2 
>>> kumestrol > genisteina > daidzeina > biochanina A > formononetyna,

natomiast w przypadku ERβ: E
2 
>> genisteina = kumestrol > daidzeina > biochanina A

> formononetyna. Porównanie powinowactwa fitoestrogenów i E
2
 do ER wskazuje na

znacznie mniejsz¹ aktywno�æ biologiczn¹ fitoestrogenów. Z drugiej strony, ilo�ci
spo¿ywanych przez ludzi i zwierzêta fitoestrogenów mog¹ kompensowaæ tê ró¿nicê.
Wiadomo równie¿, ¿e fitoestrogeny w koncentracji zaledwie 1�10 nM stymuluj¹
aktywno�æ transkrypcyjn¹ obydwu typów ER [40]. Ponadto, wy¿sze dawki fitoestroge-
nów (100 nM) mog¹ wywo³ywaæ odpowied� komórkow¹  porównywaln¹ do odpowiedzi
indukowanej przez hormony endogenne [2].
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Wp³yw fitoestrogenów na receptory estrogenowe

Estrogenne dzia³anie fitoestrogenów. Znaczenie ER w transdukcji sygna³u
indukowanego przez fitoestrogeny podkre�laj¹ liczne badania przeprowadzone na
komórkach uk³adu rozrodczego ró¿nych gatunków zwierz¹t oraz liniach komórkowych
raka gruczo³u mlekowego. Wydaje siê, ¿e aktywacja ER jest dominuj¹cym mechaniz-
mem wywo³ywanym przez fitoestrogeny (podobnie jak estrogeny) w komórkach
docelowych. Badania na izolowanych bydlêcych komórkach endometrium i cia³ka
¿ó³tego wykaza³y, ¿e fitoestrogeny stymuluj¹ syntezê prostaglandyn przez te komórki
oraz ¿e wp³yw ten zachodzi tylko poprzez aktywacjê ER [81, 82]. Fitoestrogeny
mog¹ na�ladowaæ dzia³anie estrogenów poprzez wp³yw na ekspresjê zarówno
mRNA, jak i bia³ka receptorowego ERα i ERβ. Podawanie estrogenów lub
fitoestrogenów (genisteina, daidzeina) szczurzycom obni¿a³o poziom mRNA recepto-
rów estrogenowych α i β w macicy tych zwierz¹t [9, 12, 14]. Przeciwnie, w
komórkach ziarnistych jajnika myszy, genisteina stymulowa³a ekspresjê ERα oraz
ERβ [30], dzia³aj¹c jednak tak¿e w sposób podobny do estrogenów [84]. Zatem,
estrogenny charakter fitoestrogenów przejawiaæ siê mo¿e zarówno poprzez obni¿anie
(macica), jak i stymulacjê (jajnik) ekspresji mRNA dla ERα i ERβ, a efekt tego
oddzia³ywania zale¿y od rodzaju tkanki.

W do�wiadczeniach in vivo istotn¹ rolê wydaje siê odgrywaæ sposób podawania
fitoestrogenów. Genisteina podawana podskórnie wywo³ywa³a spadek ilo�ci bia³ka
ERα w tkankach macicy szczurów [8, 9]. Przeciwnie, genisteina dostarczana
zwierzêtom w paszy nie mia³a wp³ywu na ekspresjê bia³ek ERα i ERβ [8, 9, 12,
28]. Wyniki te sugeruj¹, ¿e efekty biologiczne wywo³ywane przez fitoestrogeny
spo¿ywane przez zwierzêta wraz z pokarmem s¹ mniej wyra�ne od efektów powo-
dowanych przez fitoestrogeny podawane w formie iniekcji.

Estrogenny efekt dzia³ania fitoestrogenów obserwowano tak¿e w licznych bada-
niach in vitro przeprowadzanych na liniach komórkowych ludzkich komórek
nowotworowych. Genisteina dodana do hodowli komórek raka gruczo³u mlekowego
powodowa³a spadek poziomu mRNA i bia³ka dla ERα [13, 47, 68, 75], na�laduj¹c
dzia³anie estradiolu. Podobne do estradiolu dzia³anie genisteiny zaobserwowano tak¿e
w odniesieniu do ekspresji ERβ, gdzie poziom mRNA dla ERβ wzrasta³ po dodaniu
do hodowli zarówno E

2
, jak i genisteiny [5]. Analiza wp³ywu genisteiny i biochaniny

A oraz E
2 

na ekspresjê bia³ka ERβ w izolowanych komórkach ziarnistych jajnika
�wini tak¿e wykaza³a wzrost poziomu tego bia³ka zarówno po dodaniu do hodowli
E

2
, jak i badanych fitoestrogenów [53]. Ponadto, w do�wiadczeniu wykonanym na

osteoblastach �wini zarówno E
2
, jak i daidzeina dzia³a³y w ten sam sposób, podnosz¹c

poziom ekspresji bia³ka ERβ [11]. Analogiczne do estradiolu dzia³anie fitoestrogenów
w licznych tkankach uk³adu rozrodczego oraz w komórkach nowotworowych uzasad-
nia celowo�æ badañ, jakie podejmuj¹ naukowcy, aby poznaæ mechanizm dzia³ania
tych zwi¹zków, szczególnie je�li chodzi o potencjalne anty- lub pronowotworowe
w³a�ciwo�ci fitoestrogenów.

Antyestrogenne dzia³anie fitoestrogenów. Estrogeny �rodowiskowe mog¹ dzia³aæ
przeciwstawnie do estrogenów endogennych. Istniej¹ doniesienia, ¿e fitoestrogeny
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(genisteina, kumestrol, ekwol, daidzeina) hamuj¹ specyficzne wi¹zanie E
2
 do ER w macicy

i gruczole mlekowym ludzi oraz w macicy szczurów [2]. Antyestrogenne dzia³anie
estrogenów �rodowiskowych polegaæ mo¿e na modulowaniu ekspresji receptorów
estrogenowych w komórkach docelowych. Dzia³anie to widaæ szczególnie wyra�nie w
strukturach mózgowych zwi¹zanych z osi¹ podwzgórze � przysadka � gonady.
Podawanie szczurzycom po¿ywienia bogatego w fitoestrogeny powodowa³o podwy¿szenie
poziomu mRNA dla ERβ w podwzgórzu, bez wzglêdu na to, czy w diecie by³a
mieszanka fitoestrogenów [56, 80] czy dominowa³a genisteina [57] lub kumestrol [58,
80]. W tych samych uk³adach do�wiadczalnych E

2
 powodowa³ efekt przeciwny � obni¿a³

poziom mRNA dla ERβ. Wzrost ilo�ci bia³ka ERα zaobserwo-wano równie¿ w
komórkach przysadki owiec, którym genisteinê podano do trzeciej komory mózgu [63].
Jednak w tym do�wiadczeniu, podobnie jak w ni¿ej cytowanym eksperymencie, nie
badano wp³ywu estradiolu. Przeciwnie do szczurów i owiec, w podwzgórzu u �wini
daidzeina hamowa³a ekspresjê mRNA dla ERβ [65]. Fitoestrogeny mog¹ zaburzaæ
funkcjonowanie organizmu ludzi i zwierz¹t dzia³aj¹c przeciwstawnie do estrogenów
endogennych i zmieniaj¹c odpowiedzi wywo³ywane przez te hormony.

Od czego zale¿y wp³yw fitoestrogenów na ekspresjê receptorów estrogeno-
wych? Opisane powy¿ej dzia³ania fitoestrogenów wydaj¹ siê zale¿eæ przede wszyst-
kim od gatunku zwierzêcia, badanej tkanki, typu ER oraz sposobu podania fito-
estrogenów. Poza tym, czynnikiem wp³ywaj¹cym na ekspresjê ER jest równie¿
stê¿enie stosowanych fitoestrogenów [30, 54], które mo¿e tak¿e decydowaæ o
estrogennym lub antyestrogennym dzia³aniu badanego zwi¹zku. Genisteina podawana
podskórnie kilkudniowym myszom, w dawce 1 µg na dobê podwy¿sza³a, a w dawce
100 µg obni¿a³a poziom mRNA i bia³ka receptorowego ERα i ERβ w jajnikach
[30]. Podobnie, niskie stê¿enia genisteiny stymulowa³y ekspresjê mRNA dla ERα
w ludzkich komórkach endometrium in vitro, a wysokie ekspresjê tê obni¿a³y [83].
Genisteina nie wykazywa³a jednak dwufazowej aktywno�ci w badaniach na
komórkach ludzkiej linii komórek raka piersi (MCF-7), gdy¿ podawana do medium
hodowlanego zarówno w ni¿szej (10 µM), jak i wy¿szej (100 µM) koncentracji
zmniejsza³a poziom bia³ka ERα [47]. Byæ mo¿e, w tym przypadku, nie badano dawki
genisteiny dostatecznie niskiej dla tego uk³adu do�wiadczalnego. Dyskutowane
zwi¹zki miêdzy fitoestrogenami obecnymi w diecie a chorobami nowotworowymi
czy naczyniowymi [39] uzasadniaj¹ potrzebê podejmowania badañ dotycz¹cych
zale¿nego od dawki wp³ywu fitoestrogenów na komórki docelowe.

Wra¿liwo�æ komórek uk³adu rozrodczego na dzia³anie fitoestrogenów wydaje siê
tak¿e zale¿eæ od czasu ekspozycji na te zwi¹zki oraz od �rodowiska hormonalnego,
w jakim badane komórki siê znajduj¹. W komórkach macicy szczurów iniekcje
genisteiny wywo³ywa³y zró¿nicowane efekty w zale¿no�ci od czasu ekspozycji oraz
od tego, który typ ER badano i czy czynnikiem badanym by³ poziom mRNA czy
bia³ka ER. Zaobserwowano znaczne obni¿enie poziomu mRNA dla ERβ po 7
godzinach od iniekcji, natomiast po jednej lub trzech dobach efekt ten nie by³ ju¿
tak widoczny [12]. W tym samym do�wiadczeniu, genisteina hamowa³a tak¿e
ekspresjê mRNA dla ERα, jednak efekt ten nie zmienia³ siê w czasie. Natomiast
badania Lee i wsp. [42], w których analizowano ekspresjê bia³ka receptorowego
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ERα i ERβ w macicy szczurzyc, wykaza³y wzrost poziomu ERα po 3 i 6 godzinach
po iniekcji genisteiny, podczas gdy po 12 i 24 godzinach ilo�æ ERα nie ró¿ni³a siê
od grupy kontrolnej. Nie zaobserwowano natomiast zmian w poziomie bia³ka ERβ
bez wzglêdu na czas, jaki up³yn¹³ od iniekcji genisteiny [42]. Ciekawe jest, ¿e
wiêkszo�æ badañ dotycz¹cych wp³ywu genisteiny na ekspresjê ERα w komórkach
MCF-7 wykazuje brak wp³ywu czasu ekspozycji na fitoestrogen. Zarówno krótsze
(24 godz.), jak i d³ugotrwa³e (6 dni) traktowanie komórek genistein¹ hamowa³o
ekspresjê mRNA ERα [47, 68, 75]. Czas ekspozycji komórek na fitoestrogeny mo¿e
byæ czynnikiem, od którego zale¿y wp³yw tych zwi¹zków m.in. na ekspresjê ER.
Wydaje siê jednak, ¿e zarówno typ receptora, jak i rodzaj tkanki odgrywa wa¿niejsz¹
ni¿ czas rolê w tych oddzia³ywaniach.

Wp³yw fitoestrogenów na si³ê wi¹zania aktywnych ER do ERE/transaktywacjê ER

Fitoestrogeny, oprócz wp³ywu na ekspresjê ER, mog¹ zaburzaæ funkcjonowanie
ER-pozytywnych komórek poprzez modulowanie si³y wi¹zania ERα i/lub ERβ do
specyficznego miejsca na DNA. Najczê�ciej zwi¹zki te dzia³aj¹ jak agoni�ci ER,
wspó³zawodnicz¹c z endogennymi estrogenami w stymulowaniu wi¹zania ER do
ERE. Kumestrol, ekwol, genisteina i daidzeina indukowa³y wi¹zanie ERα i ERβ do
ERE [37]. Podobnie, Harris i wsp. [23] wykazali, ¿e zarówno w obecno�ci, jak i
przy braku E

2
 genisteina i daidzeina zwiêksza³y si³ê wi¹zania ERβ do ERE w

komórkach MCF-7. Badania na transfekowanych komórkach (sztucznie zaopatrzo-
nych w ER i ERE) równie¿ wykaza³y, ¿e fitoestrogeny (genisteina, daidzeina,
kumestrol, biochanina A, apigenina), dzia³aj¹c analogicznie do E

2
, stymulowa³y

transaktywacjê ER [1, 67]. Si³a transaktywacji ER zale¿a³a od rodzaju stosowanego
fitoestrogenu i jego dawki. Przyk³adowo, koncentracja fitoestrogenu niezbêdna do
wywo³ania 50% maksymalnej indukcji transaktywacji wynosi³a w przypadku geniste-
iny � 55 nM, daidzeiny � 1,2 µM, a biochaniny A � 50 µM [1]. Natomiast wy¿sze
stê¿enia (> 50 µM) niektórych fitoestrogenów (kumestrol, kempferol, kwercetyna)
hamowa³y proces wi¹zania receptorów estrogenowych do DNA blokuj¹c efekty
biologiczne wywo³ywane przez endogenne estrogeny [23, 37].

Wiêkszo�æ badañ dotycz¹cych mechanizmu dzia³ania fitoestrogenów wskazuje na
bardzo wa¿n¹ rolê, jak¹ pe³ni¹ receptory estrogenowe. Wp³yw fitoestrogenów na
ekspresjê ER, si³ê wi¹zania aktywnych ER do ERE oraz na transaktywacjê ER
wydaje siê byæ kluczowym mechanizmem oddzia³ywania tych zwi¹zków w komór-
kach uk³adu rozrodczego samicy.

Znaczenie innych receptorów w mechanizmie dzia³ania fitoestrogenów

Mechanizm dzia³ania fitoestrogenów mo¿e równie¿ obejmowaæ aktywacjê
receptorów wewn¹trzkomórkowych innych ni¿ ER. Niestety niewiele jest publikacji
po�wiêconych temu problemowi u samic. Dlatego te¿ w tym rozdziale uwzglêdnimy
równie¿ informacje uzyskane w do�wiadczeniach przeprowadzonych na samcach i
liniach komórkowych. Podanie szczurom genisteiny w po¿ywieniu powodowa³o
indukcjê ekspresji mRNA dla receptora progesteronowego (PR) oraz spadek poziomu
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bia³ka PR w macicy [12]. Natomiast, iniekcje genisteiny nie wp³ywa³y na poziom
mRNA dla PR, ale powodowa³y wzrost bia³ka PR w macicy szczurzyc [9]. U
samców szczura, spo¿ywanie genisteiny wywo³ywa³o spadek ekspresji zarówno
mRNA, jak i bia³ka dla receptora androgenowego (AR) w prostacie [17, 45].
Podobnie w j¹drach u myszy zaobserwowano spadek poziomu mRNA dla AR po
podaniu genisteiny [73]. W badaniach na transfekowanych komórkach Hepa-1
(mysia linia komórkowa komórek raka w¹troby) wykazano, ¿e fitoestrogeny mog¹
równie¿ aktywowaæ receptor wêglowodorów aromatycznych (AhR), który uwa¿any
jest powszechnie za receptor dioksyn [72, 85]. Inni autorzy wykazali, ¿e biochanina
A indukowa³a zdolno�æ wi¹zania siê AhR do odpowiedniego miejsca na DNA w
komórkach MCF-7 [22]. Ponadto, zaobserwowano aktywacjê receptorów aktywowa-
nych proliferatorami peroksysomów (PPAR) przez daidzeinê, biochaninê A i formo-
nonetynê w ludzkich komórkach nowotworu macicy HeLa [71]. Mo¿liwo�æ oddzia³y-
wania fitoestrogenów poprzez kilka ró¿nych receptorów czyni mechanizm ich dzia³a-
nia bardziej z³o¿onym. Mog¹ one zaburzaæ funkcjonowanie komórek, które maj¹
receptory inne ni¿ estrogenowe i uruchamiaæ szlaki wewn¹trzkomórkowej transdukcji
sygna³u niezwi¹zane z ER.

NIEGENOMOWE DZIA£ANIE FITOESTROGENÓW

Wiele efektów, które fitoestrogeny wywo³uj¹ w komórkach uk³adu rozrodczego samicy,
zachodzi zbyt szybko, by mog³y one byæ zwi¹zane z ekspresj¹ specyficznych genów i
biosyntez¹ bia³ek. To niegenomowe dzia³anie fitoestrogenów mo¿e obejmowaæ wiele
ró¿nych procesów wewn¹trzkomórkowych dotycz¹cych m.in. cyklu komórkowego i
proliferacji komórek, biosyntezy i metabolizmu hormonów steroidowych i kwasów
t³uszczowych czy wewn¹trzkomórkowych szlaków transdukcji sygna³u.

Wp³yw fitoestrogenów na aktywno�æ enzymów steroidogenezy oraz enzymów
metabolizuj¹cych estrogeny

Fitoestrogeny mog¹ wp³ywaæ na dostêpno�æ estrogenów endogennych poprzez
wp³yw na enzymy bior¹ce udzia³ w syntezie, a tak¿e metabolizmie estrogenów.
Badania na ludzkich luteinizuj¹cych komórkach ziarnistych wykaza³y, ¿e genisteina,
daidzeina i biochanina A hamuj¹ aktywno�æ dehydrogenazy 3β-hydroksysteroidowej
(3β-HSD) oraz dehydrogenazy 17β-hydroksysteroidowej (17β-HSD) � enzymów
odpowiedzialnych za przekszta³canie odpowiednio pregnenolonu w progesteron (P

4
)

i estronu w E
2
 [41, 79]. Fitoestrogeny wi¹za³y siê do tych enzymów, redukuj¹c ich

dostêpno�æ i skuteczno�æ w przekszta³caniu prekursorów steroidowych [10, 41, 78].
Ponadto, stwierdzono, ¿e mikromolowe dawki genisteiny, biochaniny A, daidzeiny i
apigeniny obni¿a³y aktywno�æ aromatazy (enzym konwertuj¹cy testosteron do E

2
)

w ludzkich luteinizuj¹cych komórkach ziarnistych [41]. Z drugiej strony, dodanie
genisteiny do hodowli ludzkich komórek endometrium powodowa³o wzrost poziomu
bia³ka aromatazy, a tak¿e aktywno�ci tego enzymu [16].
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Wykazano, ¿e genisteina zmniejsza produkcjê E
2
 i estronu  poprzez inhibicjê aktywno�ci

17β-HSD i aromatazy w komórkach nowotworowych MCF-7, przyczyniaj¹c siê w ten
sposób do hamowania proliferacji tych komórek [4]. W komórkach raka prostaty genisteina
hamowa³a aktywno�æ 5α-reduktazy, co mo¿e byæ jednym z czynników obni¿aj¹cych ryzyko
wyst¹pienia tej choroby [20]. W przeciwieñstwie do efektów powodowanych przez
fitoestrogeny w badaniach in vitro, fitoestrogeny obecne w diecie nie wp³ywa³y na
aktywno�æ enzymów szlaku steroidogenezy [43, 76].

Ponadto, fitoestrogeny mog¹ hamowaæ aktywno�æ enzymów odpowiedzialnych
za przekszta³canie aktywnych biologicznie estrogenów w nieaktywne formy, np.
siarczany. Genisteina i metabolit daidzeiny � ekwol hamowa³y estrogenow¹ sulfotrans-
ferazê w preparatach cytozolowych pochodz¹cych z ludzkiej w¹troby [24]. Podobnie
Kirk i wsp. [35] wykazali w p³ytkach krwi u ludzi hamuj¹cy wp³yw flawonoidów
(m.in. genisteiny, daidzeiny, apigeniny) na aktywno�æ sulfotransferazy. Interesuj¹ce,
¿e dawki flawonoidów zdolne do obni¿ania aktywno�ci sulfotransferaz s¹ porówny-
walne ze stê¿eniami obecnymi we krwi osobników spo¿ywaj¹cych dietê bogat¹ w
fitoestrogeny. Wydaje siê, ¿e wp³yw fitoestrogenów na dostêpno�æ estrogenów w
komórce poprzez modulowanie steroidogenezy oraz metabolizmu estrogenów mo¿e
byæ istotnym czynnikiem reguluj¹cym ró¿ne procesy komórkowe.

Wp³yw fitoestrogenów na bia³ka wi¹¿¹ce hormony p³ciowe

Wiêkszo�æ estrogenów kr¹¿¹cych we krwi zwi¹zanych jest z bia³kami wi¹¿¹cymi
SBP (ang. sex steroid binding protein). Wykazano, ¿e genisteina stymuluje syntezê
SBP w hodowlach ludzkich hepatocytów [2]. Takie dzia³anie fitoestrogenów mo¿e
redukowaæ poziom wolnych (niezwi¹zanych) estrogenów we krwi, co zmniejsza ich
dostêpno�æ dla komórek [66]. Z drugiej strony, fitoestrogeny mog¹ hamowaæ wi¹zanie
hormonów steroidowych do SBP [50]. Jury i wsp. [31] wykazali, ¿e estrogeny
�rodowiskowe konkuruj¹ z endogennymi steroidami o miejsca wi¹¿¹ce w SBP i w
przypadku du¿ej ilo�ci fitoestrogenów we krwi mog¹ one wypieraæ z tego wi¹zania
estrogeny endogenne. Fitoestrogeny poprzez wp³yw na syntezê SBP i si³ê wi¹zania
estrogenów do SBP mog¹ regulowaæ poziom wolnych estrogenów, czyni¹c je z
jednej strony dostêpnymi dla komórek docelowych, a z drugiej bardziej podatnymi
na przemiany metaboliczne.

Wp³yw fitoestrogenów na wewn¹trzkomórkowe enzymy i przeka�niki
transdukcji sygna³ów

Genisteina jest uwa¿ana za inhibitor kinaz tyrozynowych (PTK), enzymów
pe³ni¹cych wa¿n¹ rolê w transdukcji sygna³ów komórkowych i regulacji cyklu komór-
kowego [6]. Jako inhibitor PTK, mo¿e regulowaæ uwalnianie przez komórki jajnika
substancji biologicznie czynnych, wywieraj¹cych stymuluj¹cy efekt na procesy rozrod-
cze, np. insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF-1), P

4
, E

2
 i cAMP [48, 77].

Stwierdzono, ¿e genisteina, poprzez hamowanie aktywno�ci PTK, zwiêksza³a syntezê
cAMP przez komórki ziarniste jajnika ludzi [79], byd³a i królika [48]. Genisteina
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wykazywa³a te¿ hamuj¹cy wp³yw na produkcjê P
4
 przez luteinizuj¹ce komórki

ziarniste szczura [77] oraz P
4
 i E

2
 przez luteinizuj¹ce komórki ziarniste ludzi [79].

Obni¿anie aktywno�ci PTK przez genisteinê mo¿e stanowiæ jeden z mechanizmów
hamuj¹cych rozwój nowotworów. Genisteina, obni¿aj¹c aktywno�æ tych kinaz, przyczynia
siê do spadku ilo�ci ufosforylowanej tyrozyny w komórce. Sugeruje siê, ¿e procesy
fosforylacji tyrozyny s¹ skorelowane z rozwojem raka, gdy¿ oko³o 50% onkogenów koduje
receptory maj¹ce aktywno�æ kinazy tyrozynowej lub inne wewn¹trzkomórkowe bia³ka
katalizuj¹ce fosforylacjê tyrozyny [46]. Fitoestrogeny hamuj¹ tak¿e aktywno�æ kinazy
bia³kowej C [27] oraz kinaz MAP [10]. Niestety, w do�wiadczeniach, w których
przedmiotem badañ by³y w³a�ciwo�ci fitoestrogenów odpowiedzialne za hamowanie
aktywno�ci enzymów komórkowych, stosowano tylko wysokie (30�100 µM), niespotykane
w warunkach in vivo stê¿enia fitoestrogenów [61].

Wp³yw fitoestrogenów na stymulatory i inhibitory angiogenezy
oraz topoizomerazy

Liczne do�wiadczenia z udzia³em fitoestrogenów dotycz¹ zjawiska angiogenezy,
towarzysz¹cej np. nowotworzeniu. Tworzenie siê nowych naczyñ krwiono�nych jest
uwarunkowane dzia³aniem substancji stymuluj¹cych angiogenezê, tj. naczyniowo-
�ródb³onkowego czynnika wzrostu (VEGF) i metaloproteinaz (MMP). VEGF jest
czynnikiem mitogennym dla komórek �ródb³onka naczyñ. Metaloproteinazy natomiast
degraduj¹ macierz zewn¹trzkomórkow¹, u³atwiaj¹c rozwój nowotworu. Za inhibitory
angiogenezy uwa¿a siê cytokiny (np. interleukina 12 i 18), angiopoetynê oraz
tkankowe inhibitory metaloproteinaz (TIMP). Proces tworzenia siê naczyñ krwiono�-
nych hamuj¹ tak¿e fitoestrogeny. Dodanie genisteiny do hodowli ró¿nych typów
nowotworowych linii komórkowych spowodowa³o obni¿enie poziomu mRNA dla
MMP [38]. Podobnie, genisteina hamowa³a MMP i stymulowa³a ekspresjê TIMP
w ludzkich komórkach raka piersi [69]. W tym samym do�wiadczeniu wykazano
tak¿e hamuj¹cy wp³yw genisteiny na angiogenezê in vivo. U myszy z wszczepionymi
ludzkimi komórkami nowotworowymi po podaniu genisteiny zauwa¿ono zmniejszenie
poziomu VEGF oraz zahamowanie rozwoju nowych naczyñ krwiono�nych i wzrostu
nowotworu. Zjawisko hamowania angiogenezy przez fitoestrogeny mo¿e w przysz³o�-
ci zostaæ wykorzystane do walki z chorobami nowotworowymi.

Obni¿anie aktywno�ci topoizomeraz typu I i II jest kolejnym przyk³adem potencjalnych,
antynowotworowych w³a�ciwo�ci genisteiny. Topoizomerazy to enzymy odpowiedzialne
za katalizowanie reakcji przecinania i ³¹czenia ³añcuchów DNA, bior¹ce czynny udzia³
w licznych procesach komórkowych: replikacji DNA, rekombinacji, transkrypcji.
Genisteina, hamuj¹c aktywno�æ topoizomerazy II, mo¿e doprowadziæ do zahamowania
wzrostu komórkowego, a nawet do apoptozy komórek [7, 49]. Istniej¹ przypuszczenia,
¿e niskie dawki genisteiny mog¹ indukowaæ niewykrywalne uszkodzenia DNA w
miejscach koduj¹cych specyficzne geny odpowiedzialne za wzrost komórkowy [61].
Takie dzia³anie fitoestrogenu w tkance rakowej przyczynia³oby siê do obni¿enia zdolno�ci
zmienionej tkanki do niekontrolowanego rozrostu.
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Wp³yw fitoestrogenów na procesy antyoksydacyjne

Wolne rodniki uwa¿a siê za jeden z kancerogennych czynników, przyczyniaj¹cych
siê do powstawania nowotworów u ludzi i zwierz¹t. Ju¿ w latach siedemdziesi¹tych
znana by³a rola genisteiny jako przeciwutleniacza wykorzystywanego w przemy�le
spo¿ywczym [21]. Antyoksydacyjne w³a�ciwo�ci fitoestrogenów (genisteina, daidzeina,
kempferol, kumestrol) stwierdzono zarówno w badaniach in vitro, jak i in vivo [51].
Sugeruje to, ¿e fitoestrogeny mog¹ przyczyniaæ siê do obni¿ania zachorowalno�ci na
raka, ochraniaj¹c komórki przed peroksydacj¹ lipidów oraz moduluj¹c syntezê, uczest-
nicz¹cych w procesie kancerogenezy, prostaglandyn i leukotrienów [34]. Genisteina
mo¿e tak¿e obni¿aæ produkcjê reaktywnych form tlenu przez komórki nowotworowe
i komórki uk³adu immunologicznego [61]. W badaniach in vivo u myszy, genisteina
podwy¿sza³a aktywno�æ enzymów antyoksydacyjnych: katalazy, dysmutazy ponadtlen-
kowej, peroksydazy glutationowej i reduktazy glutationowej [51]. Antyoksydacyjne
w³a�ciwo�ci fitoestrogenów, podobnie jak ich rola w hamowaniu aktywno�ci topoizo-
meraz i angiogenezy, wydaj¹ siê stanowiæ wa¿ne mechanizmy, dziêki którym zwi¹zki
te mog¹ zostaæ wykorzystane do walki z chorobami nowotworowymi.

PODSUMOWANIE

Analizuj¹c mechanizm dzia³ania fitoestrogenów nie mo¿na automatycznie przek³adaæ
wyników eksperymentów prowadzonych w okre�lonych warunkach do�wiadczalnych
(gatunek, p³eæ, tkanka, czas i sposób ekspozycji, stê¿enie i rodzaj fitoestrogenu, typ
receptora) na inne warunki. Szczególn¹ ostro¿no�æ nale¿y zachowaæ przy porówny-
waniu wyników uzyskanych w warunkach in vitro z zachodz¹cymi in vivo. Ze
wzglêdu na ilo�æ i ró¿norodno�æ procesów, w regulacjê których zaanga¿owane s¹
fitoestrogeny oraz ze wzglêdu na istniej¹ce ró¿nice gatunkowe, osobnicze i tkankowe
wiele pytañ dotycz¹cych funkcji i mechanizmu dzia³ania fitoestrogenów pozostaje na
razie bez odpowiedzi. Spo�ród poznanych dot¹d sposobów wewn¹trzkomórkowego
dzia³ania fitoestrogenów najwiêkszym zainteresowaniem cieszy siê aktywacja recepto-
rów estrogenowych. Mimo wysi³ku licznych grup badawczych, nawet ten, tak
intensywnie badany problem zawiera jeszcze wiele niewiadomych.
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