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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Estrogeny naleza do grupy hormondw steroidowych, ktérych wielokierunkowe dziatanie
zalezy od dwdch typéw receptoréw: receptora estrogenowego 1 (ESR1) oraz estrogenowego
2 (ESR2). Hormony te mogg wptywa¢ na komérki docelowe na drodze genowej oraz niegeno-
wej. W, klasycznym” genowym mechanizmie dziatania kompleks ligand-receptor petni role
czynnika transkrypcyjnego, ktéry moduluje ekspresje wielu gendw docelowych dla estroge-
néw. Obserwowane w komérkach szybkie, wystepujace juz po kilku sekundach od stymulacji,
skutki dziatania estrogenéw wskazuja na ich niegenowe dziatanie. Mechanizm ten jest ciagle
stabo poznany i wykazuje znaczne zréznicowanie, zalezne od rodzaju hormonu i typu komér-
ki docelowej. Estrogeny wykazujg wielokierunkowe dziatanie réwniez w obrebie organelli
komdérkowych. Uwaza sie, ze organellami docelowymi dla estrogenéw sa prawdopodobnie
m.in. mitochondria, ktére ze wzgledu na duza zawarto$¢ lipidéw stanowig swoisty rezerwuar
estrogenéw komorki. Mechanizm dzialania estrogenéw na mitochondria nie jest w petni
poznany. W wielu komdrkach potwierdzono obecno$¢ zaréwno ESR1 jak i ESR2 (wskazujac na
ESR2 jako posta¢ dominujaca). Podejrzewa sie, ze w mechanizm, ktéry zarzadza migracja ESR
w kierunku btony mitochondrialnej sa zaangazowane receptory Tom20, Tom70 oraz biatka
opiekuricze Hsp70 i Hsp90. Zaobserwowano, ze estrogeny egzogenne wptywaja na ekspresje
genéw mitochondrialnych, morfologie mitochondriéw oraz poziom obecnych w mitochon-
driach reaktywnych form tlenu.
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Summary

Estrogens belong to a group of sex hormones, which have been shown to act in multidirec-
tional way. Estrogenic effects are mediated by two types of intracellular receptors: estrogen
receptor 1 (ESR1) and estrogen receptor 2 (ESR2). There are two basic mechanisms of estrogen
action: 1) classical-genomic, in which the ligand-receptor complex acts as a transcriptional
factor and 2) a nongenomic one, which is still not fully understood, but has been seen to
lead to distinct biological effects, depending on tissue and ligand type. It is postulated that
nongenomic effects may be associated with membrane signaling and the presence of classical
nuclear receptors within the cell membrane. Estrogens act in a multidirectional way also within
cell organelles. It is assumed that there is a mechanism which manages the migration of ESR
into the mitochondrial membrane, wherein the exogenous estrogen affect the morphology
of mitochondria. Estrogen, through its receptor, can directly modulate mitochondrial gene
expression. Moreover, by regulating the level of reactive oxygen species, estrogens affect the
biology of mitochondria. The considerations presented in this paper indicate the pleiotropic
effects of estrogens, which represent a multidirectional pathway of signal transduction.

estrogens - estrogen receptors - mitochondria
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5'UTR - region niekodujacy 5'(5'untranslated region), ARKO - nokaut genu kodujacego aromataze
(aromatase-knockout), ATP - adenozyno-5'-trifosforan (adenosine triphosphate), BAD - biatko
proapoptotyczne zwigzane z biatkiem Bcl-2 (Bcl-2-associated death promotor), Bax — biatko pro-
apoptotyczne zwigzane z biatkiem Bcl-2 (Bcl-2 associated X protein), BSA — surowicza albumina
wotowa (bovine serum albumin), Ca?* - jony wapniowe (calcium ions), CHO - komérki jajnika
chomika chinskiego (chinese hamster ovary), COX-1, COX-2, COX-3 - podjednostki oksydazy cyto-
chromu c (cytochrome c oxidase subunits), COX7RP — biatko zwigzane z podjednostka IV oksydazy
cytochromu c (cytochrome c oxidase subunit IV-related protein), DHHC-7, DHHC-21 - transferaza
palmitylowa zawierajgca domene DHHC (palmitoyltransferase containing DHHC domain), DLD-1
- komorki gruczolakoraka jelita grubego (colorectal adenocarcinoma cells), DRP1 - dynaminowe
biatko cytoplazmatyczne (dynamin-related protein), eNOS - endotelialna synteza tlenku azotu
(endothelial nitric oxide synthase), ERKO - nokaut genu dla receptora estrogenowego (estrogen
receptor knockout), ESR - receptory estrogenowe (estrogen receptors), ESR1 - receptor estroge-
nowy typu 1 (estrogen receptor type 1), ESR2 — receptor estrogenowy typu 2 (estrogen receptor
type 2), FIS1 - biatko zwigzane z fragmentacjg mitochondrium (mitochondrial fission 1 protein),
HEK-293 - embrionalne komérki nerki (human embryonic kidney 293 cells), HepG2 - komérki
nowotworu watroby (liver hepatocellular carcinoma cells), HPIP - biatko wigzace mikrotubule
(hematopoietic Pbx-interaction protein), Hsp70, Hsp 90 - biatka opiekuricze z rodziny biatek
szoku cieplnego (heat shock protein 70, heat shock protein 90), MCF7 - komorki nowotworowe
gruczotu piersi (human breast adenocarcinoma cell line), MNAR - modulator niegenowej aktyw-
nosci receptoréw estrogenowych (modulator of nongenomic action of estrogen receptor), mRNA
- matrycowe RNA (messenger RNA), MFN1, MFN2 — mitofuzyna 1, 2 (mitofusin 1, 2), NO - tlenek
azotu (nitric oxide), NRF-1 - jadrowy czynnik transkrypcyjny (nuclear respiratory factor 1), OPA1 -
wspotczynnik zaniku nerwu wzrokowego 1 (optic atrophy factor 1), p130Cas - biatko adaptorowe
(adaptor protein p130Cas), PAT —acetylotransferaza palmitylowa (palmitoylacyltransferase), PELP1
- biatko 1 bogate w proline, kwas glutaminowy i leucyne (proline-, glutamic acid — and leucine-rich
protein-1), RNA - kwas rybonukleinowy (ribonucleic acid), ROS - reaktywne formy tlenu (reactive
oxygen species), FRNA - rybosomalny RNA (ribosomal ribonucleic acid), Shc — biatka adaptorowe
zrodziny Shc (Shc family adaptor protein), TOM - translokaza zewnetrznej btony mitochondrialnej
(translocase of the outer membrane), TPR — motyw tetratrikopeptydoéw (tetratricopeptyde repeat
motif), tRNA - transferowy RNA (transfer RNA), tRNA-met - inicjatorowy tRNA (initiatior tRNA).

Wsrep

Estrogeny nalezg do grupy hormondéw plejotropo-
wych, ktérych wielokierunkowe dziatanie jest zalezne
od dwdch typdw receptordw: estrogenowego 1 (ESR1)
oraz estrogenowego 2 (ESR2). W klasycznym genowym
mechanizmie dziatania steroidéw kompleks ligand-
-receptor pelni role czynnika transkrypcyjnego, ktéry
moduluje ekspresje wielu genéw docelowych. Badania
opisujace bardzo szybkie, pojawiajace sie juz po kilku-
nastu sekundach od stymulacji, odpowiedzi komérek
stymulowanych hormonami steroidowymi wskazuja, ze
mogga one dziata¢ na komdrki w mechanizmie niegeno-
wym, Mimo intensywnych badarhi mechanizm ten jest

ciagle stabo poznany i wykazuje znaczne zréznicowanie,
zalezne od rodzaju hormonu i typu komérki docelowej
[24,44,99]. W 1998 r. podczas konferencji w Mannheim
zaproponowano kryteria, dzieki ktérym mozna skla-
syfikowa¢ niegenowy mechanizm dziatania steroidéw.
Jest to praktyczny przewodnik, ktéry pozwala lepiej
zrozumiel, ale takze scharakteryzowal potencjalny
mechanizm dziatania tych hormonéw w planowanych
doswiadczeniach. Zaproponowany wéwczas schemat
przyjmuje podziat na dwie gtéwne grupy: A (bezpo$red-
nie dziatanie steroidéw) oraz B (po$rednie dziatanie ste-
roidéw). W obrebie tych grup wyodrebniono kategorie,
ktére okreslaja swoisto$é zachodzacej reakcji. Swoisty
mechanizm dziatania, w poréwnaniu do nieswoistego,
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jest zalezny od obecnosci klasycznych receptoréw jadro-
wych lub receptoréw nieklasycznych [30].

SZYBKIE EFEKTY DZIALANIE ESTROGENOW

C.M Szego oraz J. Davis juz w 1967 r. zaobserwo-
wali, iz po kilku sekundach od podania 17p-estradiol
powoduje wzrost stezenia wolnych jonéw wapniowych
w komérkach macicy szczura [106]. Na podstawie prze-
prowadzonych badat wywnioskowano, iz jest to zwia-
zane z sygnalizacja blonowg. Wyniki kolejnych badan,
opublikowane w 1977 r., byty potwierdzeniem wcze-
$niejszych doniesieni. Szego oraz Pietras wykazali, iz na
powierzchni komérek wyizolowanych z endometrium
wystepuja miejsca swoistego wigzania estrogendéw
[85]. Szybkie dziatanie tej grupy hormonéw steroido-
wych zaobserwowano réwniez w komérkach przy-
sadki [27], komdrkach warstwy ziarnistej otaczajacej
oocyt kury [75] oraz w dojrzewajacym oocycie ludzkim
[107]. P4Zniejsze badania wykazaly, iz szybkie dziatanie
estrogenéw jest zwigzane z obecno$cia w btonie komér-
kowej receptoréw estrogenowych. Dwie niezalezne
grupy badaczy, korzystajac z metod immunocytoche-
micznych, wykazaty w obrebie btony komérkowej
obecno$¢ biatka, ktére zostato zidentyfikowane jako
klasyczny receptor jadrowy [77,79]. Badania, w ktérych
komérki CHO (chinese hamster ovary) poddano trans-
fekcji plazmidem z wklonowanym genem ESR1 oraz
ESR2, wykazaly iz ekspresja tych genéw daje ten sam
transkrypt, zaréwno dla receptoréw jadrowych jak i bto-
nowych [92]. Zaobserwowano réwniez, iz komérki izolo-
wane od transgenicznych myszy z nokautem genu ESR1
oraz ESR2 (myszy ERKO, estrogen receptor knockout)
byly pozbawione miejsc wigzacych estrogeny w obre-
bie btony komérkowej. W wyniku tej modyfikacji, nie
obserwowano szybkiej odpowiedzi komérek stymulo-
wanych estrogenami [1]. Pedram i wsp. wyizolowali bto-
nowe oraz jadrowe frakcje wiazace estrogeny z komdrek
nowotworowych gruczotu piersi linii MCF7 [83]. Autorzy
wykazali, ze wyizolowane frakcje blonowe sa podobne
strukturalnie do klasycznych receptoréw jadrowych
[82]. Uwaza sie réwniez, iz regulacja ekspresji wielu
gtéwnych genéw odpowiedzialnych za prawidtowy roz-
wdj i funkcjonowanie narzadéw zalezy od transdukcji
sygnatéw estrogendw zaréwno przez jadrowy jak i bto-
nowy receptor estrogenéw [83].

Dostepne sg réwniez publikacje, ktére kwestionuja bto-
nowe umiejscowienie klasycznych receptordéw jgdro-
wych [109] i zaznaczajg konieczno$é wykonania bada,
ktére wyjasnia réznorodno$é mechanizméw dziatania
estrogendw na poziomie blony komdrkowej [115].

BLONOWE RECEPTORY DLA ESTROGENOW

Walter i wsp. w 1985 r. zaobserwowali obecno$é w komdr-
kach linii MCF7, wariantu receptora estrogenowego typu
1 0 masie 46 kDa [113]. Wyrézniono dwa gtéwne procesy
warunkujgce zréznicowang ekspresje genu ESR1. Okazato
sie, iz w kontrole procesu transkrypcji jest zaangazowa-

nych kilka promotoréw. Ponadto, w wyniku alterna-
tywnego splicingu, moze powstaé mRNA rézniace sie
w obrebie regionu flankujacego koniec 5’ (5'UTR).
Poszczegdlne warianty mRNA powstaja w wyniku pro-
cesu transkrypcji z uzyciem swoistego dla danej postaci
promotora [46,48]. Biatko o masie 46 kDa zostato ponow-
nie zidentyfikowane w komérkach nowotworu piersi
[34] oraz w ludzkich osteoblastach [26]. Powyzsza izo-
forma jest prawdopodobnie zwigzana z blonowa trans-
dukcja sygnatu [68]. Podobne wyniki uzyskano réwniez
w przypadku komérek endotelialnych [61].

Ekspresja wariantu ESR1, o masie 36 kDa, zachodzi gtéw-
nie w komérkach nowotwordéw piersi, zaréwno ESR1-
-pozytywnych, jak i ESR1-negatywnych. Wariant ten
zidentyfikowano réwniez w nowotworowych komér-
kach macierzystych/progenitorowych. Prawdopodobnie
bierze on udzial w szybkiej transdukeji sygnatu induko-
wanego przez estrogeny [25,58,114]. W pi$miennictwie
wskazuje sie na ciagte postepy w badaniu struktury,
funkgcji oraz na potencjalne mozliwosci wykorzystania
tego wariantu receptora estrogenowego typu 1 jako cel
terapeutyczny w przypadku nowotwordw piersi [89,105].

W strukturze klasycznych receptoréw estrogenowych
nie wyrdznia sie domen transbtonowych, ktére sa cha-
rakterystyczne dla btonowych biatek receptorowych.
Sugeruje sie, iz zakotwiczenie ESR jest mozliwe dzieki
modyfikacjom potranslacyjnym oraz asocjacji z biat-
kami blonowymi [52]. Maksymalnie 5-10% z puli recep-
toréw estrogenowych charakteryzuje sie lokalizacja
blonowa [60,82]. Uwaza sie, iz aktywowane estrogenami
blonowe ESR wystepuja w formie dimerycznej. Zasu-
gerowano, iz jest to preferowana konformacja recepto-
réw, ktéra zapewnia prawidtows transdukcje sygnatu.
Wykazano, iz stymulowane 17p-estradiolem komérki
nowotworu piersi linii MCF7, charakteryzuja sie btono-
wym umiejscowieniem gtéwnie form homodimerycz-
nych ESR1. Komérki endotelialne sg pod tym wzgledem
zréznicowane, poniewaz na ich powierzchni jest obecny
zaréwno ESR1, jak i ESR2, ktéry moze tworzy¢ formy
homo - badZ heterodimeryczne [94]. Natomiast Cham-
bliss i wsp. wykazali, iz stymulowana 17B-estradiolem
aktywacja endotelialnej syntazy tlenku azotu (eNOS,
endothelial nitric oxide synthase) nie wymaga dimery-
zacji ESR1 [14].

W dostepnym pi$§miennictwie wskazuje sie, iz bto-
nowe receptory estrogenowe sg umiejscowione gtéwnie
w niewielkich wpukleniach btony komérkowej, zwanych
kaweolami. Struktury te nalezg do grupy raftéw (tratw)
lipidowych. Ich §rednica wynosi 50-100 nm, a rdzen lipi-
dowy wzbogacony jest o cholesterol, sfingolipidy oraz
glikolipidy. Kaweole tworzg rusztowanie i zapewniaja
stabilne zakotwiczenie ESR oraz innych czasteczek, ktére
biora udziat w transdukeji sygnatu zwigzanego z btong
komdérkowa. Ksztalt oraz formowanie kaweoli jest
zalezne od integralnego biatka btonowego - kaweoliny
[63,80]. Poczatkowo obecno$¢ tych struktur zaobserwo-
wano gtéwnie w komérkach endotelialnych. Kim i wsp.
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wykazali, iz zakotwiczony w btonie kaweoli ESR1 posred-
niczy w szybkim uwalnianiu tlenku azotu (NO) w komdr-
kach stymulowanych 17f-estradiolem [51]. Wyniki
badan potwierdzily doniesienia innej grupy badaczy,
ktdérzy wykazali, iz ESR1 posredniczy w aktywacji eNOS
wywotanej stymulacjg 17p-estradiolem. Nie powigzano
woéwczas wspStwystepowania ESR1 oraz eNOS w btonie
kaweoli [21]. W nastepnych latach wykazano, iz w kawe-
olach komérek endotelialnych eNOS zaréwno z ESR1, jak
i izoformg o masie 46 kDa tworzy funkcjonalny modut,
ktéry aktywuje wytwarzanie tlenku azotu w bardzo krét-
kim czasie po stymulacji 17f-estradiolem [33,53]. Suge-
ruje sie réwniez, iz proces ten moze wplywaé na zmiane
lokalnego stezenia jonéw wapniowych [13,50]. Postuluje
sie, iz ESR2 moze w podobny sposéb oddziatywaé z eNOS
i posredniczy¢ w niegenowym mechanizmie dziatania
estrogenéw w obrebie btony kaweoli komérek endote-
lialnych [15]. Nalezy zaznaczy¢, iz blonowe umiejsco-
wienie receptordw estrogenowych jest zréznicowane
w zaleznosci od typu komdérki [69]. Zaobserwowano, iz
ESR2, w poréwnaniu z ESR1, ulega translokacji w kie-
runku blony komérek linii HT-22, ale nie tworzy kom-
pleksu z kaweoling-1 [100]. Komérki gruczolakoraka
jelita grubego linii DLD-1 stymulowane 17p-estradiolem
wykazuja blonowe umiejscowienie ESR2, ktéry asocjuje
z kaweoling-1 [36]. Podobne wyniki uzyskano w komdér-
kach embrionalnych nerki linii HEK-293, w ktérych
zakotwiczenie receptora estrogenowego typu 2 w kawe-
olach okazato sie kluczowe dla prawidtowej transdukcji
sygnatu [37]. Kolokalizacje ESR1 oraz kaweoliny-1 zaob-
serwowano w obrebie komérek mieéni gtadkich naczyn
krwionos$nych oraz komérek linii MCF-7. Wykazano, iz
stymulacja 17p-estradiolem reguluje ponadto synteze
kaweoliny [91].

Wskazuje sie, iz zakotwiczenie receptoréw estrogeno-
wych w btonie komdrkowej zalezy od procesu palmityla-
cji. Jest to modyfikacja potranslacyjna, ktérej mechanizm
polega na przylaczeniu przez enzym PAT (palmitoyla-
cyltransferase) kwasu palmitynowego do reszt cysteiny
w obrebie danego biatka. Jedne z pierwszych donie-
siet mialy na celu wyjasnienie roli procesu palmityla-
cji w kierowaniu receptoréw estrogenowych do btony
komérkowej. Na podstawie analizy sekwencji amino-
kwasowej biatka ESR1, ESR2 oraz kaweoliny-1 uznano, iz
cysteina 477 domeny wigzacej ligand (domena E) recep-
tora estrogenowego 1, cysteina 399 receptora estro-
genowego 2 oraz cysteina 133 kaweoliny-1 podlegaja
palmitylacji. Podkreslono, iz sekwencja aminokwaséw
otaczajgcych poszczegdlne cysteiny wymienionych bia-
tek wykazuje znaczng homologie [4]. Pézniejsze badania
potwierdzily, ze cysteina 447 ESR1 jest jednym z 9 ami-
nokwaséw tworzacych motyw poddawany palmitylacji,
ktéry jest podstawowy dla prawidtowego przebiegu tego
procesu. Ponadto wykazano, iz pula jadrowych ESR nie
podlega palmitylacji [2,3,66,84]. Na podstawie obecnych
danych wiadomo, iz transferaza palmitylowa DHHC-7
oraz DHHC-21 katalizuja reakcje palmitylacji recepto-
réw hormondw steroidowych [81]. Okazuje sie réwniez,
iz na translokacje ESR1 w kierunku btony ma wptyw

fosforylacja kaweoliny-1, ktéra jest skutkiem induko-
wanym przez 17f-estradiol [54]. Wykazano blonowa
lokalizacje nie tylko ESR1, ale réwniez ESR2 oraz wpltyw
17B-estradiolu na proliferacje komérek nowotworowych
za po$rednictwem tych receptordw [67]. Takze seryna
522, ktéra korzystnie moduluje interakcje kaweoliny-1
z receptorem, zarzadza migracja ESR1 w kierunku btony
komdrkowej [90]. Zaobserwowano znaczne obnizenie
puli blonowych ESR, ale nie jadrowych, w komérkach
z wyciszona ekspresja genu kaweoliny-1 [22,84]. Jak
zatem wyttumaczy¢, iz maksymalnie 10% receptoréw
estrogenowych charakteryzuje sie btonowym umiejsco-
wieniem skoro motyw ulegajacy palmitylacji jest obecny
w strukturze kazdego receptora? Okazuje sie, iz proces
dimeryzacji receptoréw estrogenowych ogranicza pule
dostepnych monomeréw, ktére sg jedyna forma podda-
wana palmitylacji [59].

Postuluje sie réwniez, iz biatko szoku cieplnego HSP27
(heat shock protein 27) odgrywa gtéwna role w procesie
palmitylacji, migracji oraz w funkcjonowaniu recepto-
réw steroidowych jako mediatoréw w szybkiej transduk-
cji sygnatu zwiazanej z blong komérkowa [93]. Wyrdznia
sie ponadto grupe biatek, ktére tworza rusztowanie dla
ESR, wspomagaja ich migracje w kierunku btony oraz
petnia role transmiteréw sygnatu. Do grupy tej, poza
kaweoling, naleza réwniez biatka adaptorowe p130Cas
oraz Shc, biatko wigzgce mikrotubule - HPIP, biatko zwig-
zane z przerzutami nowotworowymi - MTA1 oraz stria-
tyna [9]. W dostepnym pi$miennictwie wskazuje sie, iz
biatko PELP1 (proline-, glutamic acid - and leucine-rich
protein-1), wczesniej okreslane jako MNAR (modulator
of nongenomic action of estrogen receptor), petni wazng
role w stabilizowaniu kompleksu ESR, poniewaz taczy
wyzej wymienione biatka w integralng catos¢, przez co
zwieksza skuteczno$é transdukcji sygnatu z receptora
blonowego. Uwaza sie, ze biatko PELP1 dziata wielokie-
runkowo - petni role koaktywatora ESR w procesie akty-
wacji transkrypcji oraz moduluje procesy biologiczne
zachodzgce w komérkach nowotworowych. Regula-
cja tych proceséw odgrywa réwniez istotne znaczenie
w komérkach somatycznych, ktére nie ulegly transfor-
macji nowotworowej [35,38,40,110].

ESTROGENY A MITOCHONDRIA

Mitochondria sg zdolne do wytwarzania ponad 95%
energii komérkowej w procesie oddychania komdrko-
wego. Ponadto petnia kluczowa role w procesie apoptozy
oraz biorg udzial w wielu przemianach biochemicznych
komdrki, takich jak: regulacja homeostazy jonéw wap-
niowych, synteza hemu, lipidéw, aminokwaséw, czy
tez nukleotyddéw [39]. Na podstawie aktualnego stanu
wiedzy nalezy przyjal, ze estrogeny wplywajg w bez-
posredni sposéb na funkcje mitochondriéw [55,101].
Stwierdzono, ze do mitochondriéw sa transporto-
wane estrogeny egzogenne. Sprzyjaja temu lipofilne
wiasciwosci estrogenédw. Wskazuje sie, ze w komdrkach
oprécz biernej dyfuzji uczestniczy réwniez szybki
mechanizm transportu estrogenéw do mitochondriéw,

457



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2017; tom 71: 454-465

Tabela 1. Umiejscowienie receptoréw estrogenowych w obrebie mitochondrium w réznych typach komérek

Mitochondrialna lokalizacja receptoréw

estrogenowych Pochodzenie komérek ESR1 ESR2 Pismiennictwo
Komérki HepG2 cztowiek + [73]
Komérki MCF7 cztowiek ++ [18]
Komérki macicy krélik + [74]
Komdrki jajnika krolik ++ + [74]
Kardiomiocyty szczur + [116]
Komérki hipokampa szczur * + [45,72,117]
Komorki hipokampa mysz + [117]
Komérki C2C12 mysz + + [71]
Komérki HLE-B3 cztowiek - + [10]
Komorki HLE-B3, komarki nabtonkowe soczewki cztowiek * + [11]
Komarki Sa0S-2 cztowiek + [88,102]
Komdrki HepG2 cztowiek + [88,102]
Plemniki cztowiek - + [103]

(+) potwierdzona ekspresja; (++) potwierdzony wyzszy poziom ekspresji (-) potwierdzony brak ekspresji; (*) brak danych

najprawdopodobniej w wyniku endocytozy zaleznej
od receptora. Ze wzgledu na duza zawarto$¢ lipidéw,
mitochondria stanowig swoisty rezerwuar estrogenéw
komdrki [31].

MITOCHONDRIALNE RECEPTORY ESTROGENOWE

Mechanizm dziatania estrogenéw na mitochondria nie
jest w pelni poznany. Badania potwierdzajace obec-
no$¢ w mitochondriach ESR sugerujg ich udziat w mito-
chondrialnej transdukcji sygnatu estrogendw. Pierwsze
badania tego zjawiska dotyczyly znakowanych radio-
aktywnie ligandéw [42,78]. Kolejne wigzaty sie bez-
posrednio z identyfikacja poszczegblnych podtypdw
receptoréw estrogenowych (tabela 1). Zastosowane kom-
pleksy ztota koloidalnego, BSA (bovine serum albumin)
oraz estrogenéw pozwolity w sposéb bezposredni zwizu-
alizowa¢ dystrybucje liganda na poziomie btony komér-
kowej oraz jego translokacje w kierunku mitochondrium
[73]. Badania immunocytochemiczne potwierdzity obec-
no$¢ ESR w mitochondriach komérek macicy oraz jaj-
nika krélika. Zaznaczono, iz w komdrkach jajnika ESR1
jest formg dominujaca [74]. Inna grupa badaczy zaob-
serwowala, iz w mitochondriach komérek stymulowa-
nych 17B-estradiolem wystepuje zaréwno ESR1, jak
i ESR2, ale receptor estrogenowy typu 2 jest postacia
dominujaca [18]. ESR2 w mitochondriach zaobserwo-
wano réwniez w szczurzych kardiomiocytach [117] oraz
komérkach hipokampa [45,72,117], mysich komérkach
hipokampa [117] oraz mieéni szkieletowych [71], a takze
w ludzkich komérkach nabtonkowych soczewki [10,11],
kostniakomiesaka oraz komérkach nowotworowych
watroby [88,102]. Obecno$¢ ESR2 wykazano réwniez we
wstawkach plemnikéw ludzkich. W tym rejonie plemni-
kéw sg umiejscowione wydtuzone mitochondria utozone
w ciasng helise, ktéra oplata aparat ruchowy plemni-

kéw na odcinku wstawki. Silny poziom ekspresji ESR2
w regionie wstawki sugeruje mozliwo$¢ ich umiejscowie-
nia w mitochondriach plemnikéw. Stuszno$é hipotezy
potwierdzaja badania Solakidi i wsp. wykonane z wyko-
rzystaniem swoistego mitochondrialnego markera CMX
[103]. Réwniez badania ultrastrukturalne wykonane
przez Guido i wsp. potwierdzajg obecno$é ESR2 w mito-
chondriach plemnikéw ludzkich. Zespét ten w bada-
niach z zastosowaniem ztota koloidalnego potwierdzit
obecno$¢ ESR2 réwniez w gléwnej cze$ci witki (zaréwno
w ostonce widknistej jak i we widknach gestych
zewnetrznych) [41]. Obecno$¢ ESR2 w mitochondriach
plemnikéw sugeruje ich udziat w regulacji ruchu i hiper-
aktywacji plemnikéw. Badania przeprowadzone przez
Guido i wsp. wskazuja ponadto, ze 17p-estradiol wywo-
tuje w plemnikach skutki lipolityczne. Stwierdzono réw-
niez jego wplyw na metabolizm glukozy przez aktywacje
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej [41]. W plem-
nikach wykazano réwniez ekspresje ESR1. Wskazywane
przez Solakidi i wsp. umiejscowienie ESR1 w réwniko-
wym segmencie gtéwki wskazuje na zaangazowanie tego
receptora w proces fuzji blony komérkowej plemnika
i oocytu [103]. Sugeruje sie réwniez, ze w btonie komdr-
kowej plemnikéw sa obecne rézne izoformy ESR1 zacho-
wujace domene wigzaca hormon typowa dla receptoréw
jadrowych [65].

TRANSLOKACJA RECEPTOROW ESTROGENOWYCH W KIERUNKU
MITOCHONDRIUM

Poniewaz biatka mitochondrialne sg kodowane gtéw-
nie w genomie jadrowym oraz syntetyzowane w postaci
biatek prekursorowych, ich translokacja w kierunku
mitochondrium odgrywa wazna role w biogenezie tych
organelli. Proces ten ma na celu wyselekcjonowanie
odpowiedniej grupy biatek oraz utatwienie ich skutecz-
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nego transportu do mitochondrium, gdzie przez recep-
tory zewnatrzbtonowe zostaje rozpoznana N-koricowa
presekwencja. Biatka, ktére powyzszej presekwencji
nie maja, sa rozpoznawane za pomoca biatek opiekun-
czych. Natomiast biatka no§nikowe zawieraja sekwencje
wewnetrzna, ktdra jest sygnatem do transportu w kie-
runku mitochondrium [32].

W mechanizmie zarzadzajacym importem biatek do mito-
chondrium gtéwna role odgrywaja receptory Tom20 oraz
Tom70, nalezace do kompleksu TOM (translocase of the
outer membrane), ktdry sktada sie ponadto z pieciu innych
podjednostek: Tom22, Tom 40, Tom5, Tomé6 oraz Tom7. Za
transport biatek zawierajacych N-koricowa presekwencje
aminokwasowa sa odpowiedzialne receptory Tom20 oraz
Tom22. W pi$miennictwie wskazuje sie, iz receptor Tom20
rozpoznaje presekwencje, dla ktdrej charakterystycznym
wzorcem aminokwasowym jest motyw LXXLL (L - ami-
nokwas hydrofobowy, X - dowolny aminokwas). Pomimo
duzej elastycznosci miejsca wigzania motyw ten jest pre-
ferowany ze wzgledu na charakter hydrofobowy. Receptor
Tom70 jest umiejscowiony w obrebie zewnetrznej blony
mitochondrialnej w formie homodimerycznej. Domena
cytoplazmatyczna receptora Tom70 zawiera motyw skta-
dajacy sie z charakterystycznych powtérzen tetratriko-
peptyddéw (TPR - tetratricopeptyde repeat motif), ktérych
specyfika wigzania z wewnetrznymi sekwencjami sygna-
towymi odpowiada za przylaczanie biatek no$nikowych.
Motyw jest zaangazowany ponadto w wigzanie cytosolo-
wych biatek opiekuriczych z rodziny biatek szoku ciepl-
nego - Hsp70, a takze Hsp90. Umozliwia to translokacje
biatek prekursorowych, ktére nie zawierajg wewnetrznej
sekwencji sygnatowej [28,29].

Dostepne dane literaturowe sugeruja wspdlne wyste-
powanie receptora estrogenowego typu 2, receptora
Tom20 oraz biatka opiekuticzego Hsp90 w obrebie
btony mitochondriéw. Translokacja receptora zwiaza-
nego z ligandem odbywa sie poprzez kompleks pod-
jednostek Tom20-Tom22. ESR2 w strukturze domeny
wigzacej ligand zawiera wcze$niej opisane motywy
LXXLL, ktére receptor Tom20 rozpoznaje i umozliwia
zakotwiczenie w obrebie btony mitochondrialnej [101].
Sekwencje te posrednicza w wigzaniu koaktywatoréw
lub korepresoréw, ktére modulujg aktywno$¢ recep-
toréw [16]. Ponadto, niezwiazane z ligandem ESR two-
rzg kompleks z cytosolowymi biatkami opiekuriczymi
(Hsp70, Hsp90), ktére odpowiadajg za zachowanie
odpowiedniej konformacji receptora oraz zapobie-
gajg jego degradacji. Biatka Hsp70 oraz Hsp90, wiazac
sie z dyneinag badZ cytokeratynami, utatwiaja takze
translokacje ESR2 w kierunku mitochondrium, gdzie
nastepnie poprzez motyw TPR receptor taczy sie z pod-
jednostkag Tom70 [87]. W pi$miennictwie wskazuje sie
réwniez, ze zwigzanie liganda przez ESR zmienia jego
konformacje, co w sposéb bezposredni wptywa na spo-
s6b transportu do mitochondrium. Podkresla sie, iz sty-
mulacja estrogenami zwieksza pule mitochondrialnych
ESR2 [18].

Podsumowujac, w oparciu o powyzsze doniesienia,
mozna w komdrkach wyrézni¢ kilka alternatywnych
drég translokacji ESR2 w kierunku mitochondrium,
w zalezno$ci od konformacji receptora oraz potencjal-
nego wigzania z czasteczka liganda.

WrLYw ESTROGENOW NA MORFOLOGIE MITOCHONDRIUM

Uwaza sie, ze estrogeny egzogenne poprzez obecne
w mitochondriach ESR wptywaja na morfologie tych
organelli [17]. Juz w 1982 r. Vic i wsp. badajgc wplyw sty-
mulacji 17f-estradiolem na struktury subkomérkowe
zaobserwowali zmiane morfologii mitochondriéw komé-
rek linii MCF-7. Organelle te po stymulacji estradiolem
cechowaly sie duzym rozmiarem oraz dobrze widoczng
strukturg grzebieniastg [112]. Podobne obserwacje odno-
towano w badaniach komérek nabtonka gruczotowego
endometrium $winki morskiej [5]. Mitochondria mysich
kardiomiocytéw z nokautem genu ESRI charakteryzo-
waly sie nieprawidtowym ksztattem, utrata typowe;j
struktury grzebieniastej oraz fragmentacja zewnetrznej
oraz wewnetrznej blony mitochondrialnej [118]. Bada-
nie mitochondriéw kardiomiocytéw wyizolowanych od
szczurdw po chirurgicznym usunieciu jajnikéw wyka-
zalo, ze podawanie, odpowiednio 17B-estradiolu lub
fitoestrogenéw, pomagato zachowaé wlasciwg strukture
i funkcje tych organelli [119,120]. U myszy transgenicz-
nych z nokautem genu aromatazy (ARKO, aromatase-
-knockout) synteza estrogenédw endogennych zostaje
zablokowana. Morfologicznie, mitochondria komérek
$rédmigzszowych wyizolowanych od tej grupy myszy
charakteryzowaly sie znacznymi nieprawidlowo$ciami
w poréwnaniu z grupa kontrolng - mitochondria byty
sferyczne z tubularnymi grzebieniami i elektronowo
gestym matriks [108].

Powyzsze badania nie okre$lajg jednak jakie biatka sa
zaangazowane w modulowanie morfologii mitochon-
driéw. Mitochondria sg organellami, ktére ciagle podle-
gaja procesom fragmentacji i fuzji. Dynamiczne zmiany,
ktére zachodzg w mitochondriach sa odpowiedzig na
réznego rodzaju bodzce $rodowiskowe oraz metabo-
liczne. Dlatego stan strukturalny mitochondriéw jest
idealnym wskaznikiem kondycji komérek [7]. Do bia-
tek zaangazowanych w fuzje bton mitochondrialnych
naleza mitofuzyna 112 (MFN1, MFN2; mfn1 - mitofusin
1; mfn2 - mitofusin 2) oraz biatko OPA1 (optic atrophy
factor 1). Natomiast fragmentacja bton tych organelli
jest zalezna od dynaminowego biatka cytoplazma-
tycznego DRP1 (dynamin-related protein) oraz biatka
zewnetrznej btony mitochondrialnej FIS1 (mitochon-
drial fission 1 protein) [43,57]. Badania, w ktérych mysie
astrocyty kory mézgowej stymulowano przez 24 godziny
17B-estradiolem, wykazaly znaczny wzrost ekspresji
wiekszo$ci gendw kodujacych biatka zwigzane z pro-
cesami fuzji i fragmentacji mitochondrium. Nie zaob-
serwowano takiej zmiany w przypadku mitofuzyny 1.
Wyniki dotyczyly komdrek wyizolowanych zaréwno od
samca, jak i od samicy [7]. Znaczne zmiany w struktu-
rze mitochondridéw oraz wzrost ekspresji genéw kodu-
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jacych biatka procesu fuzji odnotowano w komdérkach
linii MCF-7 stymulowanych 17f-estradiolem [97]. Oka-
zuje sie, ze dynamika mitochondriéw nie zalezy tylko
od stezenia 17B-estradiolu, ale takze od stosunku ilo-
$ciowego receptoréw estrogenowych. Badania wyko-
nane na komdrkach pochodzacych z trzech réznych linii
komérkowych wykazaly, iz po 12 godzinach od stymu-
lacji nastapit wzrost poziomu ekspresji genéw MFN1,
MFN2, OPA1, a tylko w przypadku komérek MCF7, cha-
rakteryzujacych sie najwiekszym stosunkiem ilo$cio-
wym ESR1:ESR2, nastapit spadek poziomu ekspresji genu
FIS1. Zasugerowano, iz mitochondria komérek tej linii
moga charakteryzowad sie znacznymi uszkodzeniami.
Zaznaczono réwniez gtéwng role ESR2 w modulowa-
niu proceséw zachodzacych w mitochondriach komérek
nowotworowych [98]. Na podstawie najnowszych infor-
macji mozna sadzié, ze ligandy swoiste dla obecnego
w mitochondrium ESR2 moga ostabia¢ skutki uszko-
dzenia mitochondrium wywotanego przez p-amyloid,
co sugeruje, ze ten szlak transdukcji sygnatu moze by¢
wykorzystany jako cel terapeutyczny w chorobie Alzhe-
imera [96].

WPLYw ESTROGENOW NA EKSPRESJE GENOW MITOCHONDRIALNYCH

W klasycznym, genowym mechanizmie dzialania estro-
gendw receptory estrogenowe pelnia role czynnikéw
transkrypcyjnych, gdzie w sposéb bezposredni lub
posredni, przez wigzanie z innymi czynnikami trans-
krypcyjnymi, oddziatuja na geny docelowe. Uwaza sie,
ze podobny mechanizm wystepuje w mitochondriach,
w stosunku do ekspresji genéw mitochondrialnych. Pro-
ces nie jest jeszcze szczegStowo wyjasniony, ale wyka-
zano, ze genom mitochondrialny zawiera sekwencje

Tabela 2. Wptyw estrogendw na ekspresje genéw mitochondrialnych

identyczne z elementami odpowiedzi na estrogeny.
Obecno$¢ takich sekwencji odnotowano w genach kodu-
jacych petle D, podjednostke COX-2 oksydazy cyto-
chromu ¢ (COX-2, cytochrome ¢ oxidase II), podjednostki
rybosomalnego RNA (12S rRNA, 7S rRNA), tRNA inicjato-
rowe (tRNA-met) oraz biatko zwigzane z podjednostka IV
oksydazy cytochromu ¢ (COX7RP, cytochrome ¢ oxidase
subunit IV-related protein). Sekwencje te zidentyfiko-
wano jako potowiczne palindromy [19,116]. Zaobserwo-
wano, ze stymulacja 17p-estradiolem powoduje wzrost
ekspresji genédw mitochondrialnych cox I, cox I oraz cox
111 kodujacych podjednostki mitochondrialnego tan-
cucha oddechowego w komérkach szczurzego guza
przysadki [111], w neuronach hipokampa owariekto-
mizowanych szczuréw [8], w mysich neuronach rdze-
nia kregowego [49] oraz astrocytach kory mézgu [6], czy
tez w hepatocytach linii HepG2 [20] (tabela 2). Wyka-
zano réwniez, ze estrogeny pobudzaja synteze biatek
mitochondrialnych powstajacych w wyniku ekspresji
gendéw znajdujgcych sie w genomie jadrowym (tabela
3). Uwaza sie, ze estradiol stymuluje ekspresje czynnika
transkrypcyjnego NRF-1 (nuclear respiratory factor 1),
co w sposdb posredni wptywa na ekspresje genéw mito-
chondrialnych [70]. Najnowsze doniesienia wskazujg, ze
estrogeny reguluja proces obrébki transkryptéw genéw
mitochondrialnych, wptywajac na ilo$¢ dojrzatego RNA
dostepnego w procesie translacji [95]. Ponadto, poza
modulowaniem procesu transkrypcji, estrogeny moga
w sposéb bezposredni oddziatywa¢ na biatka mitochon-
drialne. W pi$miennictwie wskazuje sie, ze estrogeny
wplywajg stymulujaco na aktywno$¢ biatek mitochon-
drialnych, ale réwniez hamujaco, np. przez blokowanie
podjednostek kompleksu I, 11, 111 i IV taficucha oddecho-
wego oraz mitochondrialnej syntazy ATP [104].

Pochodzenie

Biatko mitochondrialne Komérki ) Pismiennictwo
komérek
Wzrost ekspresji genu/genéw kodujacego/kodujacych:
(0X-2 GH4CT szczur [111]
(0X-3 hipokampa szazur [8]
neurony rdzenia kregowego [49]
podjednostki taricucha oddechowego mysz
astrocyty kory mézqu [6]
165 RNA
podjednostke 1 dehydrogenazy NADH
(0X-1
HepG2 cztowiek [20]
(0X-2
(0X-3
Gt.b
(0X-1
MCF-7 cztowiek [70]

podjednostke 1 dehydrogenazy NADH
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Tabela 3. Wptyw estrogendw na ekspresje biatek mitochondrialnych kodowanych w genomie jadrowym

Biatko mitochondrialne

Komorki

Pochodzenie komérek Pismiennictwo

Wzrost poziomu ekspresji biatek mitochondrialnych

podjednostki E ATPazy
podjednostki 6 ATPazy

HepG2

cztowiek [20]

czynnika transkrypcyjnego Tfam oraz TFB

MCF-7

(0X-4

cztowiek [70]

ESTROGENY A STRES OKSYDACYINY KOMORKI

Estrogeny w sposéb bezposredni wptywajg na biolo-
gie mitochondriéw m.in. przez regulowanie poziomu
reaktywnych form tlenu (ROS, reactive oxygen spe-
cies). W pi$miennictwie podkresla sie, ze estrogeny
w sposéb jednoznaczny nie wykazuja cech pro- czy
tez antyoksydantéw. Zaobserwowano, ze hormony tej
grupy stymuluja synteze anionorodnika ponadtlenko-
wego na poziomie taficucha oddechowego oraz hamuja
wyplyw jonéw Ca?, ktérych stezenie w mitochon-
drium wzrasta, co réwniez zwieksza synteze ROS [47].
17B-estradiol w stezeniu fizjologicznym wykazywat
natomiast charakter protekcyjny w komérkach, u kté-
rych zaobserwowano stres oksydacyjny wywotany nad-
tlenkiem wodoru. Okazuje sie, ze dzialanie estrogenéw
zalezy zaréwno od dawki liganda [12], jak i od sto-
sunku ilo§ciowego ESR1:ESR2. Komérki stymulowane
genisteing, w ktérych dominujaca postacia byt ESR2,
charakteryzowaly sie mniejsza podatnoscia na stres
oksydacyjny [76,86]. Wskazuje sie, iz obecny w mito-
chondrium ESR2 moze réwniez braé udziat w szlaku
transdukcji sygnatu zwigzanego z procesem kancero-
genezy, ktéry w sposdb bezposredni wiaze sie z pro-
cesami oksydacyjnymi i metabolizmem komérkowym
[62]. Antyoksydacyjny charakter estrogenéw obserwo-
wano przede wszystkim w komérkach uktadu nerwo-
wego. Wykazano, ze estrogeny stymulujg aktywno$é
mitochondrialnej dysmutazy ponadtlenkowej (MnSOD,
manganase superoxide dysmutase) oraz mitochon-
drialnej tioredoksyny [56,76]. Proponuje sie réwniez,
iz stymulowany estrogenami mitochondrialny ESR2
petni role antyapoptotyczna przez blokowanie aktyw-
no$ci proapoptotycznego biatka BAD (Bcl-2-associated
death promoter), co blokuje uwolnienie cytochromu ¢
oraz oligomeryzacje biatka Bax (Bcl-2 associated X pro-
tein) [23,62]. Antyapoptotyczna funkcja mitochondrial-
nego ESR2 sprawia, ze okre$lenie poziomu jego ekspresji
moze by¢ niekorzystnym czynnikiem prognostycznym
w przypadku licznych nowotwordéw. Jego znaczenie
prewencyjne we wczesnych etapach rozwoju raka moze

by¢ wieksze niz pierwotnie przypuszczano. Jednocze-
$nie jezeli mitochondrialne ESR2 promuja przezycie
komérki i zapobiegaja jej apoptozie, to zastosowanie
ich antagonistéw moze sie okaza¢ istotnym elementem
terapii nowotwordw. Sugeruje sie réwniez, ze antagoni-
$ci mitochondrialnych ESR2 moga by¢ wykorzystywani
w terapii endometriozy skutecznie hamujgc rozrost
patologicznych ognisk [62]. Jednoczes$nie wskazuje sie,
ze to wla$nie mitochondrialne ESR2 sg istotnym ele-
mentem neuroprotekcyjnej aktywnosci estrogendw.
Dysfunkcje mitochondriéw towarzyszg wielu choro-
bom neurodegeneracyjnym, zaréwno tym o przebiegu
ostrym (np. urazy mechaniczne, niedokrwienny udar
mézgu), jak i przewlektym (np. choroba Parkinsona,
Alzheimera, Huntingtona, stwardnienie boczne zani-
kowe). Obserwacja, ze kora czotowa kobiet z chorobg
Alzheimera wykazuje znamiennie nizsza ekspresje
mitochondrialnych ESR2, czemu towarzyszy obnizona
aktywno$¢é mitochondrialnej oksydazy cytochromu c
i spadek btonowego potencjatu mitochondrialnego, nie
tylko pozwala petniej zrozumieé patogeneze choroby,
ale okresla kierunki opracowania nowych terapii [64].

PobsumowaNiE

Na podstawie dostepnego pismiennictwa oraz powyz-
szych rozwazan nalezy zalozy¢, ze estrogeny wywie-
raja bezposredni wptyw na biologie komérki. Obecno$é
receptordw estrogenowych nie tylko na poziomie jadra
komérkowego, ale réwniez w obrebie btony komérko-
wej i mitochondriéw wskazuje na plejotropowy zakres
dziatania tej grupy hormonéw oraz niejednolity mecha-
nizm transdukcji sygnatu. Na poziomie mitochondrial-
nym estrogeny wptywaja na ekspresje gendw, aktywnosé
biatek, wytwarzanie reaktywnych form tlenu, a takze
na morfologie tych organelli. Mitochondria petnia
ponadto gtéwnag role w procesie apoptozy, ktéry w spo-
sob posredni moze by¢ regulowany przez estrogeny.
Odpowiedz na poziomie mitochondrialnym jest zatem
istotnym ogniwem w procesie transdukcji sygnatu
wywolanego przez estrogeny.
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