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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Choroby onkologiczne, ze wzgledu na wciaz wzrastajaca zachorowalno$é i $miertelnosé, sg jed-
nym z gtéwnych probleméw wspétczesnej medycyny. Rak gruczotu sutkowego jest nowotworem,
ktéry najczedciej wystepuje u kobiet na catym $wiecie i jest druga, po raku ptuc, przyczyna zgonéw
nowotworowych w tej grupie. Nalezy do nowotwordw estrogenozaleznych o udowodnionym
zwigzku z zaburzeniami hormonalnymi w organizmie, wystepujacymi zwtaszcza w okresie oko-
tomenopauzalnym oraz w wyniku stosowania hormonalnej terapii zastepczej, a takze dziatania
réznorodnych ksenobiotykéw, mogacych oddziatywaé z receptorem estrogenowym. Steroidy
hormonalne maja szerokie zastosowanie w medycynie, a o ich dziataniach niepozadanych wcigz
trwaja dyskusje. Rola tych zwiazkéw i ich metabolitéw w utrzymaniu réwnowagi hormonalnej
jest dobrze poznana, natomiast wiele badan wskazuje na mozliwy udziat steroidéw w progresji
procesu nowotworowego, zwlaszcza w tkance gruczotu sutkowego. W zwigzku z tym przedmiotem
badan pozostaje réwniez aktywno$¢ genotoksyczna tej grupy zwigzkéw. Ze wzgledu na ogra-
niczong liczbe doniesieti naukowych, celem autoréw byt przeglad i krytyczna analiza danych
z pi$miennictwa o udziale estrogenéw (17p-estradiolu) i ich metabolitéw (2-metoksyestradiolu,
4-hydroksyestradiolu, 16a-hydroksyestronu) w indukowaniu procesu kancerogenezy w gruczole
sutkowym, a zwlaszcza genotoksyczne dziatanie metabolitéw 17f-estradiolu.

estrogeny - metabolity estrogenéw - genotoksycznosc - rak piersi

Summary

Oncological diseases, due to the still increasing morbidity and mortality, are one of the main
problems of modern medicine. Cancer of the mammary gland is the most common cancer among
women around the world, and is the second cause of cancer deaths in this group, immediately after
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lung cancer. This kind of cancer belongs to an estrogen-dependent cancer, with proven associations
with hormonal disorders in the body, occurring especially in the perimenopausal period and among
women using hormone replacement therapy, as well as a result of the action of various xenobiot-
ics that may interact with the estrogen receptor. Hormone steroids are widely used in medicine
and their side effects are constantly discussed. The role of these compounds and their metabolites
in maintaining hormonal balance is well understood, while many studies indicate the possible
contribution of these steroids in the progression of the cancer process, especially in mammary
gland tissue. Therefore, the genotoxic action of this group of compounds is still studied. Due to
the limited number of scientific reports, the aim of this paper was to review and critically analyze
data from the literature regarding the participation of estrogens (17p-estradiol) and their metabolites
(2-methoxy estradiol, 4-hydroxy estradiol, 16a-hydroxyestrone) in the induction of carcinogenesis
in mammary gland, in particular concerning the genotoxic activity of 17p-estradiol metabolites.

estrogens - estrogen metabolites - genotoxicity - breast cancer
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WSTEP

Estrogeny nalezg do grupy hormonéw steroidowych
o znanych wtaciwosciach regulacyjnych i protek-
cyjnych. Jest to heterogenna grupa endogennych
hormondéw ptciowych, do ktérej nalezg: estron (E1),
17B-estradiol (E2) czy estriol (E3), a takze zwiazki o cha-
rakterze egzogennym, np. estrogeny stosowane w hor-
monalnej terapii zastepczej (HZT) [28]. Endogenna
synteza estrogenéw zachodzi w réznych tkankach, naj-
czedciej powstaja w tkance: jajnika, tozysku, korze nad-
nerczy, w tkance ttuszczowej, w watrobie, mézgu oraz
w skérze. 17p-estradiol syntetyzowany jest przede
wszystim w jajnikach, estron powstaje gléwnie w tkance
ttuszczowej, a estriol jest syntetyzowany podczas cigzy
przez komérki tozyska. Gruczot piersiowy, kora nadner-
czy czy watroba sa drugorzedowymi miejscami syn-
tezy estrogendw, ktére w gtéwnej mierze wytwarzajg je
w okresie pomenopauzalnym [38]. W warunkach fizjo-
logicznych steroidogeneza w jajnikach podlega kontroli
osi przysadka-podwzgérze z udzialem gonadotropin:
LH (hormon luteinizujgcy) i FSH (hormon folikulo-
tropowy). Zwigzki steroidowe maja wiele zastosowan
w antykoncepcji hormonalnej i HTZ, jednak istnieja
dane $wiadczace o tym, ze niektére z tych hormonéw
mogg indukowad kancerogeneze. Dlatego tez ryzyko
zdrowotne zwigzane z ich stosowaniem, a zwlaszcza
zagrozenie ich genotoksycznym dziataniem jest przed-
miotem wielu badan. W pi§miennictwie naukowym
dostepne sa prace poswiecone nie tylko protekcyj-

nemu, ale takze toksycznemu dziataniu E2. Uwaza sie,
ze kierunek tego dziatania ma $cisty zwiazek z zasto-
sowanym stezeniem steroidu, co wiaze sie z rozwojem
raka gruczotu sutkowego [51]. Estrogeny egzogenne,
wykorzystywane w lecznictwie, bedace odpowiedni-
kami estrogenéw endogennych, stosowane m.in. w HTZ,
sa najczesciej syntetyzowane z surowcdw roslinnych,
a nastepnie poddawane obrébce chemicznej, np. diety-
lostilbestrol (DES) [32]. Mimo korzystnego, terapeutycz-
nego dziatania hormonéw steroidowych, coraz wiecej
danych wskazuje réwniez na mozliwo$¢ ich niekorzyst-
nego wplywu na organizm. Estrogeny mogg indukowaé
zaburzenia w materiale genetycznym w komérkach,
powodujacych trwatg zmiane w jego iloéci lub struktu-
rze. OkreSlane jest to mianem genotoksycznosci i jest
waznym elementem w ocenie bezpieczefistwa stosowa-
nia estrogendéw [22, 58].

Celem pracy jest przeglad i krytyczna analiza danych
z pi$miennictwa dotyczacych whasciwosci genotoksycz-
nych estrogendéw i ich metabolitéw oraz ich wptywu
na proces kancerogenezy, ze szczegélnym uwzgled-
nieniem roli w powstawaniu oraz progresji estroge-
nozaleznego raka gruczotu sutkowego. Znajomos$é
mechanizmdéw dziatania estrogendw, réwniez tych nie-
korzystnych, jest istotna dla $wiadomego ich stosowa-
nia w hormonalnej terapii zastepczej czy antykoncepcji
hormonalnej, a przede wszystkim w prowadzeniu pre-
wencyjnych dziatati zdrowotnych zwigzanych z zapo-
bieganiem ich kancerogennego dziatania.
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KANCEROGENY GENOTOKSYCZNE

Jednym z podstawowych czynnikéw zwiekszajacych
zachorowalno$¢ na choroby nowotworowe jest naraze-
nie na substancje powodujace uszkodzenie materiatu
genetycznego. Tego typu zwiagzki s nazywane genotok-
sycznymi, a skutki ich dzialania sg okreslane genotok-
syczno$cia i pojawiajg sie po pewnym czasie utajenia [19,
50]. Za genotoksyczne uwaza sie wszystkie zwiazki
majace zdolno$¢ wiazania sie z DNA w komérkach,
naruszania jego struktury i funkcji, a takze systemdéw
naprawy uszkodzeri DNA. Ich dziatanie prowadzi wéw-
czas do powstania mutacji, czyli trwatych zmian mate-
riatu genetycznego, polegajacych np. na zaburzeniach
w strukturze oraz liczbie chromosoméw czy na trans-
formacji komérek [22, 49].

Istnieje wiele zwigzkéw chemicznych o potencjale kan-
cerogennym, a ich udzial w indukowaniu procesu nowo-
tworowego, okre$lany mianem chemicznej kancerogenezy,
jest zwykle procesem wieloetapowym, powodujacym
wiele zmian fenotypowych i genotypowych. Zwigzki che-
miczne, ktdre indukuja nowotwory, na podstawie wzgled-
nej zdolnosci do oddziatywania na genomowe DNA, sa
kwalifikowane do dwdch kategorii: kancerogenéw geno-
toksycznych, czyli reagujacych z DNA oraz niegenotok-
sycznych, czyli tzw. epigenetycznych, nieingerujacych
w strukture nukleotydowg DNA. Kancerogeny genotok-
syczne inicjuja proces nowotworowy, wchodzac w inte-
rakcje z DNA, powoduja uszkodzenia lub zmiany struktury
kwasu nukleinowego. Moga oddziatywaé bezposrednio
z DNA, zanim ulegng biotransformacji. Moga tez dzia-
ta¢ posrednio, po aktywacji metabolicznej, ulegajac bio-
transformacji z wytworzeniem wtdrnych metabolitéw
wigzacych sie z DNA. Wiele genotoksycznych zwiazkéw
ma aktywne ugrupowania elektrofilowe, tatwo reagujace
z nukleofilowymi grupami kwaséw rybonukleinowych
i biatek. Sg zawsze mutagenne, a ich interakcje z DNA
doprowadzajg do konwersji nowotworowej. Kancerogeny
epigenetyczne nie wiaza sie bezpo$rednio z DNA, a pod-
stawg ich rakotwérczego oddzialywania moga by¢ procesy
oraz reakcje biologiczne, do ktdrych naleza: cytotoksycz-
no$¢, zaburzenia hormonalne oraz immunologiczne czy
chroniczne uszkadzanie tkanek [29, 36]. Kancerogeny nie-
genotoksyczne moga zmienia¢ ekspresje genéw bez mody-
fikacji lub bezpo$redniego uszkodzenia struktury DNA,
moga tez zwiekszaé podatnosé komérek lub tkanek na
uszkodzenia DNA pochodzace z innych Zrédet [30, 36, 39].

Estrogeny sa kompletnymi kancerogenami, poniewaz majg
zdolno$¢ uszkadzania DNA i stymulacji namnazania komé-
rek [10, 53]. Nadmierna ekspozycja na estrogeny wiaze sie
ze zwiekszonym ryzykiem zachorowania na raka piersi.
Elementem indukujgcym kancerogenne wlasciwosci estro-
gendw jest ich biotransformacja. Mechanizmy kanceroge-
nezy w gruczole sutkowym, indukowane metabolizmem
estrogendéw, obejmuja tworzenie adduktéw depurynu-
jacych, ktére sa uwalniane z DNA, wytwarzajac miejsca
apurynowe i powodujac wytwarzanie reaktywnych form
tlenu (RFT). Nadmiar RFT nie tylko indukuje genotok-

syczno$¢ przez posredni wzrost niestabilno$ci genomicz-
nej, ale réwniez moze stymulowaé proces kancerogenezy
gruczotu sutkowego przez indukowanie szlaku sygnato-
wego zwigzanego z zaburzeniem stanu redoks komdrek.
Estrogeny sa metabolizowane do 2-hydroksyestrogendw,
4-hydroksyestrogenéw oraz 16a-hydroksyestronéw, a te
sg przeksztatcane do semichinondéw i chinondw, generujac
RFT, ktérych synteza jest wskazywana jako pozagenomowa
droga ich dziatania, a takze wptywaja destrukcyjnie na
DNA przez bezposrednie dziatanie [10, 28, 34]. Zwiekszone
ryzyko rozwoju raka gruczotu sutkowego dotyczy szcze-
g6lnie 0séb majacych podwyzszone stezenie estrogendw
w organizmie i narazonych jednocze$nie na ksenoestro-
geny, np. bisfenol A, ftalany, parabeny czy metaloestro-
geny (np. kadm, chrom, nikiel, glin), imitujace dziatanie
estrogenéw endogennych [1, 4, 15].

Estrogeny mogg dziata¢ uszkadzajgco na DNA, zaréwno
w komérkach zdrowych, jak i w komdrkach nowotwo-
rowych, réwniez poprzez aktywne metabolity o poten-
cjale genotoksycznym. Dziatanie to jest przekazywane
w wyniku stymulacji receptoréw estrogenowych (ERs),
gléwnie ERa (receptor estrogenowy alfa), ktére utrwala
powstate uszkodzenia przez zwiekszanie wzrostu i podzia-
16w komérkowych [21, 31, 33]. Genotoksyczna aktywnoéé
4-hydroksy metabolitéw E2 oraz E1 jest dobrze udoku-
mentowana. Niektére dane wskazujg jednak, iz genotok-
syczny potencjat E2 i E1 moze nie odgrywa¢ istotnej roli
w warunkach fizjologicznych i terapeutycznych. Jest to
zwiazane z brakiem odpowiednich warunkéw metabo-
licznych w organizmie czlowieka, ktére sg niezbedne do
generowania metabolitéw estradiolu oraz RFT, oddzia-
tujacych z DNA. Syntetyczne steroidowe estrogeny maja
poréwnywalny do endogennych estrogenéw profil nega-
tywnych oddziatywan [22, 37, 46].

Nalezy jednak podkresli¢ dualistyczng role estroge-
néw, bo oprécz dziatania niekorzystnego estrogendw,
dane z pi$miennictwa wskazuja réwniez na ich dzia-
tanie pozytywne w terapii raka gruczotu sutkowego.
Wykazano, iz E2 uzyty w wysokich dawkach w terapii
addytywnej indukuje regresje komérek raka gruczotu
sutkowego wykazujacych ekspresje receptoréw estro-
genowych u kobiet w okresie postmenopauzalnym [50,
51]. Korzystnie réwniez wplywa na terapie raka gruczotu
sutkowego po zastosowaniu metabolitu estradiolu-2-me-
toksyestradiolu (2-MeOE,). Mechanizm jego dzialania
jest niezalezny od receptoréw estrogenowych, przez co
zwiazek ten dziata na komdérki niewykazujace ekspresji
tych receptoréw. Mechanizm dzialania przeciwnowo-
tworowego polega na uszkadzaniu cytoszkieletu komd-
rek nowotworowych. 2-Metoksyestradiol moze takze
zatrzymywa¢ proces podziatu komérki w fazach G /s
oraz G,/M cyklu komérkowego [8, 43].

2-MeOE, jest ponadto obiecujacg strukturg przeciw-
nowotworowa, takze z powodu indukowania procesu
programowanej $mierci komérki. Proapoptotyczne dzia-
tanie 2-MeOE, odbywa si¢ przez indukcje fragmentacji
taricucha DNA oraz fosforylacje histonu H2A.X. Sugeruje
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sie réwniez wpltyw 2-MeOE, na zwigkszanie ekspresji
tzw. receptora $mierci 5 (DR5, death receptor 5), biatka
STAT1, a takze biatka p53 oraz kaspaz-3, -8 i -9 [27].

WPLYW ESTROGENOW NA INICJOWANIE ORAZ PROGRESJE
RAKA GRUCZOLU SUTKOWEGO

Synteza gtéwnych estrogenéw endogennych, tj. estra-
diolu, estronu i estriolu odbywa sie w réznych tkankach
organizmu; jest dobrze poznana i opisana w opracowa-
niach zbiorczych [28], dlatego tez nie bedzie tu omawiana
szczegStowo. Metabolizm estrogendw jest réwniez szcze-
gbtowo opisany, a to pozwala na przedstawienie tego
zagadnienia w zarysie. Metabolizm estrogendw, poczaw-
szy od gtéwnego steroidu - 17pB-estradiolu, jest proce-
sem bardzo ztozonym i wieloetapowym (ryc. 1). Zachodzi
zaréwno w watrobie, jak i w komdrkach i tkankach orga-
néw docelowych, takich jak np. jajnik czy gruczot pier-
siowy, powodujac powstanie duzej liczby pochodnych
o réznorodnej aktywno$ci hormonalnej, ktére nastep-
nie sg usuwane z organizmu w postaci m.in. estréw
kwaséw ttuszczowych, glukuronidéw czy siarczanéw.
Pierwsza faza biotransformacji 17p-estradiolu to utle-
nianie, na ktére sktada sie kilka serii hydroksylacji. Swo-
ista hydroksylacja moze by¢ indukowana albo hamowana
przez endo- lub egzogenne zwigzki, ktére wplywaja na
aktywnos$¢ izoform cytochromu P450 (CYP). 17f-estradiol
ulega hydroksylacji w trzech podstawowych kierunkach.
Hydroksylacja C-2, ktéra jest procesem dominujacym,
kierowana jest przez CYP1A1/2 i prowadzi do powstania:
2-hydroksyestronu, 2-hydroksyestradiolu i 2-metoksy-
-estron. Hydroksylacja C-16 indukowana przez CYP3A4/5
prowadzi do powstania 16a-hydroksyestronu, estriolu,

ESTRON

16-ketoestradiolu i §ladowych ilo$ci innych metaboli-
téw. Natomiast hydroksylacja C-4 z udziatem izoformy
CYP1B1 dostarcza 4-hydroksyestradiolu, 4-hydrok-
syestronu, 4-metoksyestronu i 4-metoksyestradiolu.
Hydroksylacja C-4 i C-16 prowadzi do powstania dwéch
endogennych karncerogendéw, 16-hydroksyestronu
i 4-hydroksyestradiolu [45, 48].

Ostatnie lata przyniosty duzy postep w zrozumieniu
mechanizméw dziatania estrogenéw na poziomie mole-
kularnym. Niezaleznie od podstawowej drogi przekazy-
wania sygnatu wewnatrzkomdrkowego indukowanego
przez hormony steroidowe (mechanizm genomowy),
coraz wiecej uwagi zwraca sie réwniez na alternatywne
drogi szybkiego dziatania steroidéw, czyli mechanizm
niegenomowy. Za niegenomowe dzialanie estrogenéw
odpowiada receptor estrogenowy umiejscowiony w bto-
nie komdrkowej. W tym szlaku, zwanym inaczej nietran-
skrypcyjnym, nie jest wymagane wigzanie sie ER do DNA
i synteza mRNA okre$lonych genéw. Wiadomo, ze nie-
genomowa droga przekazywania sygnatu przez estro-
geny jest zalezna od rodzaju komérki, w ktérej zachodzi,
a skutki wywotane za jej po$rednictwem ujawniaja sie
znacznie szybciej niz te indukowane przez mechanizm
genomowy [6, 44, 52, 63].

Estrogeny sa zwigzkami, ktére stymulujg proliferacje
komdrkowg. Nalezy takze pamietaé, ze podzialy komé-
rek poprzedzane sa replikacja DNA, co stwarza ogromne
mozliwo$ci utrwalenia potencjalnie kancerogen-
nych uszkodzefi genomu [10]. Metabolity estrogendw
w postaci chinonéw generuja reaktywne formy tlenu,
a takze wptywaja destrukcyjnie na DNA przez bezposred-
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nie dzialanie na jego strukture [10, 28]. Reaktywne meta-
bolity uszkadzaja DNA przez tworzenie adduktéw, a tym
samym mogg inicjowa¢ proces kancerogenezy w gruczole
piersiowym. Mechanizm tego procesu nie jest jednak
wyja$niony. Istotna jest obecno$¢ pierscienia aromatycz-
nego w ich strukturze, ktéra wyrdznia estrogeny wsrédd
pozostalych steroidéw. Dzieki takiej budowie chemicz-
nej moga tworzy¢ wspomniane wyzej pochodne, ktére sg
zwigzkami reaktywnymi, nalezg tu zwlaszcza pochodne
chinonowe. Niestabilne chinony ulegaja addycji do DNA,
dzieki temu mogg powstac 4-hydroksy-estradiolo-1(a,f)-
N’-guanina oraz 4-hydroksyestradiolo-1(a,)-N*-adenina.
Ponadto 4-hydroksyestrogeny sg potencjalnymi ligan-
dami dla ERs, a wiec mogg inicjowaé proces nowotwo-
rzenia, jak i odgrywaé role promotora tego procesu [28,
58]. Istotnym jest to, iz procesy biotransformacji, kté-
rym podlegaja estrogeny, powoduja zmiane ich dziata-
nia biologicznego, a otrzymane produkty hydroksylacji
estrogendéw w pozycjach C* oraz C'°stajg sie szczegdlnie
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/
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destrukcyjne. Nalezy tu doda¢, ze katecholowe pochodne
wykazuja wieksze powinowactwo do receptoréw estro-
genowych, co zwieksza oddziatywanie z DNA, z ktérym
tworza addukty, przyczyniajac sie do powstawania muta-
cji [35]. Na ryc. 2 schematycznie przedstawiono najwaz-
niejsze punkty uchwytu uszkodzeti DNA indukowanych
przez estrogeny i ich metabolity.
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produkty metabolizmu 17p-estradiolu powodujacego
mutacje [38, 41]. Estrogeny powoduja rozwdj, prolife-
racje, migracje i przezywalno$¢ wielu komdrek. Biolo-
giczne dziatanie estrogenéw zalezy od ich zwigzania sie
z receptorami estrogenowymi, co wplywa na regulacje
proceséw transkrypcyjnych. Wymaga to translokacji
receptora zwigzanego z estrogenem do jadra komdrko-
wego i zwigzania sie do swoistego elementu odpowiedzi
w DNA oraz regulacji ekspresji gendw [38].

Estrogeny moga dziataé antyapoptotycznie i proapop-
totycznie na rézne komérki. Wykazano, iz wptywaja
protekcyjnie na proliferacje i przezywalno$é komérek
nowotworowych, co zaobserwowano dla E2, w stosunku
do komérek linii MCF-7, gdzie 17f-estradiol chronit
przed apoptoza indukowana m.in. promieniowaniem UV,
ale tylko w stezeniu do 1 nM. W przeciwieistwie do tego
dziatania, 10 nM E2, progesteron lub testosteron nie blo-
kowaly §mierci komérek indukowanej przez UV [20, 52].
Song i wsp. [50] wykazali, ze wysokie dawki estrogenu
moga sprzyjac regresji nowotworu u kobiet po menopau-
zie ze stwierdzonym hormonozaleznym rakiem piersi.
Badajac molekularne podstawy tego procesu z wykorzy-
staniem komérek LTED (long-term estrogen deprivation,
dtugotrwale pozbawione estrogenéw), ktére uzyskano
w hodowli komérek raka sutka MCF-7 wykazano, ze
stezenia E2 powyzej 0,1 nM powodowaly statystycznie
istotne ostabienie wzrostu komdrek LTED (prawie o 60%)
oraz nasilenie apoptozy (siedmiokrotne), w poréwnaniu
do komérek MCF-7. Potwierdza to hipoteze, iz wyzsze
dawki estrogenéw promuja regresje hormonozaleznych
nowotwordw piersi u kobiet po menopauzie. Jednak
autorzy wykazali, ze komdrki LTED sg wrazliwe na apop-
totyczne dziatanie estradiolu, natomiast komérki MCF-7
sa chronione przez E2 przed apoptozg, co wskazuje na
mozliwe odmienne mechanizmy molekularnego dziata-
nia estrogenéw na te komérki czy odmienng wrazliwo$é
komdrek uzytych w eksperymentach [50].

Powodem pozwalajacym na wskazanie estrogendw, jako
zwiagzkdéw o potencjalnym dziataniu rakotwérczym, jest
to, iz obserwuje sie wzrost zachorowan na raka piersi
u kobiet przyjmujacych antykoncepcje hormonalna lub
hormonalng terapie zastepcza [59]. Do grupy najbar-
dziej podatnej, o zwiekszonym ryzyku zachorowania na
raka piersi, naleza kobiety powyzej 65. roku zycia oraz
paradoksalnie takze kobiety mtode, u ktérych pierwsza
miesigczka pojawita sie przed 12. rokiem zycia. Ponadto
w grupie ryzyka znajduja sie takze kobiety, ktére pierw-
sze dziecko urodzity po 30. roku zycia oraz te, u ktérych
menopauza wystapita po 55. roku zycia [10, 31, 50].

GENOTOKSYCZNOSC 178-ESTRADIOLU

17B-estradiol jest hormonem steroidowym o najle-
piej przebadanym dziataniu genotoksycznym sposréd
wszystkich estrogendéw. Jego aktywno$¢ w testach muta-
cji genowych, przeprowadzonych zaréwno w komérkach
bakteryjnych, jak i ssaczych, jest jednak nadal dysku-
syjna, bez wzgledu czy zastosowano aktywacje metabo-

liczng, czy tez nie [25, 63]. Tsutsui i wsp. [56] oceniali
bezposredni udzial genotoksycznych skutkéw estro-
genéw w inicjacji kancerogenezy hormonalnej. Nale-
zaly do nich aberracje chromosoméw, aneuploidia lub
mutacje gendw. Zbadano gtéwnie potencjal E2, a takze
o$miu jego metabolitéw do indukowania transformacji
komoérkowej i skutkédw genetycznych z uzyciem modelu
komdérek zarodka chomika syryjskiego (SHE). Inkuba-
cja z E2, E1, 2-hydroksyestronem (2-OHE1), 4-hydrok-
syestronem (4-OHE1), 2-metoksyestronem (2-MeOE1),
16-alfa-hydroksyestronem (16 alfa-OHE1), 2-hydroksy-
estradiolem (2-OHE2), 4-hydroksyestradiolem (4-OHE?2)
lub E3 przez 1-3 dni hamowata wzrost komérek SHE
w sposéb zalezny od stezenia. Podobne dane przedsta-
wili Kong i wsp. [25], ktérzy do badat genotoksyczno-
$ci wykorzystali linie komdrkowa V79 (fibroblasty z ptuc
chomika), ktérg inkubowano z E2 o stezeniach zaréwno
fizjologicznych (10 i 101°M), jak i farmakologicznych
(107 oraz 10°M). Autorzy zaobserwowali znacznie czest-
sze mutacje genu fosforybozylotransferazy hipoksan-
tynowo-guaninowej (HPRT) wraz ze wzrostem stezenia
(odpowiednio o 2,5-, 3,4-, 2,6- i 8,8-krotnie) w poréwna-
niu do kontroli. Najwieksze byto w przypadku najwyz-
szego zastosowanego stezenia E2. Natomiast stezenia
od 10%-10M E2 indukowaly jedynie niewielka zmiane
(prawie 0,9- krotng) w stosunku do kontroli [25].

W badaniu genotoksycznego efektu E2 dokonanego
za pomoca elektroforezy pojedynczych komérek (Sin-
gle Cell Gel Electrophoresis; SCGE) Yared i wsp. [61]
w komérkach raka gruczotu sutkowego (linia komér-
kowa MCF-7), po 2 godzinach inkubacji z E2 oraz E1 i E3
w stezeniach 10'°-107M, zaobserwowali znamiennie sta-
tystyczny wzrost peknie¢ pojedynczych nici DNA (sin-
gle-strand breaks; SSBs), 7-razy wieksze niz w prébie
kontrolnej. Ponadto autorzy odnotowali dla wszystkich
3 badanych estrogenéw dodatni wynik testu kometo-
wego w hodowli pierwotnej komérek wyizolowanych
z mleka matki, co sugeruje, ze estrogeny te sg zdolne
do uszkadzania komérek w gruczole sutkowym, z kté-
rych ostatecznie moga powstaé komdrki nowotworowe
i w efekcie rozwija sie rak gruczotu sutkowego [61].
W innych badaniach zaobserwowano, ze degradacje DNA
indukowane estradiolem nie byty tak znaczace w komér-
kach gruczolakoraka piersi (MDA-MB-231) ER-ujemnych,
w poréwnaniu do komérek MCF-7 ER-dodatnich [21]. Nie
stwierdzono zmian indukowanych za pomoca E2 w linii
komérek ludzkich limfocytéw JM-1 (human lympho-
cyte cell line JM-1) w poréwnaniu do zmian wykazanych
w MCF-7 [33]. Natomiast Bajpayee i wsp. [2] w komér-
kach JM-1 wykazali genotoksyczny wptyw niskich, fizjo-
logicznych stezeri E2 (0,-2,0 nM), ale nie zaobserwowali
uszkadzajacego dziatania tego steroidu na DNA.

Innym wskazywanym mechanizmem genotoksycznego
dziatania E2 jest wplyw na strukture chromosomu, jed-
nak wyniki przeprowadzonych eksperymentéw sa nie-
jednoznaczne. Kong i wsp. [25] w badaniach in vitro na
linii komérkowej V79 (Chines ehamster V79 cells) po
ekspozycji na E2 zaobserwowali, ze estrogen ten indu-
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kuje z niska czestotliwo$ciag mutacje chromosomowe
(delecje i mutacje punktowe). Potwierdzono to w bada-
niach in vitro na réznorodnym materiale - linie komér-
kowe V79 lub SHE, czy ludzkie izolowane limfocyty [25].
Tsutsui i wsp. [56], wykazali, ze niektére metabolity
estrogenu moga indukowa¢ aberracje chromosomowe
w komérkach linii SHE po 24-godzinnej inkubacji, nato-
miast takiego dzialania nie zaobserwowano dla E2. Nie
bez znaczenia dla wynikéw prowadzonych ekspery-
mentéw pozostaje izomeria estradiolu, bowiem inne
badania na linii komérkowej SHE wykazaty, iz 17p-E2
powodowatl powstawanie aberracji chromosomowych,
a 17a-estradiol byt pozbawiony tego dziatania [22].

Ostatnim ze wskazywanych mechanizméw genotoksycz-
nego dziatania estradiolu sg zaburzenia w ilo$ci mate-
riatu genetycznego zawartego w jadrze komérkowym
oraz zmiany ploidalnosci. Ekspozycja komdrek SHE na
E2 powodowata zaburzenia ilo$§ciowe materialu gene-
tycznego, jednak kierunek zmian nie zostal do kotica
poznany i wyjasniony. Zmiany o charakterze aneuploidii
wykazano m.in. na linii komdérkowej SHE [56].

GENOTOKSYCZNOSC 2-METOKSYESTRADIOLU

Jednym z gtéwnych metabolitéw estardiolu jest
2-metoksyestradiol (2-MeOE2), ktéry powstaje na skutek
hydroksylacji 173-E2 w pozycji 2, a nastepnie metylowa-
niu grupy hydroksylowej. Jak juz podano wyzej zwigzek
ten jest uznawany za inhibitor wzrostu komérek nowo-
tworowych oraz procesu angiogenezy [3, 44].

Jednak 2-MeOE2 jest takze inhibitorem powstawania mikro-
tubuli, przez co indukuje powstawanie aneuploidii oraz
mutacji komérek ssaczych, czego dowodzg badania prowa-
dzone w warunkach in vitro na lini komérkowej SHE, ekspo-
nowanej na dzialanie tego zwiazku. Inkubacja komérek SHE
z 2-MeOE2 o stezeniu 0,3 lub 1,0 ug/ml przez 24 godziny
wywolywata aberracje chromosomowe. Na czestotliwos¢
wystepowania aberracji chromosomowych nie miata
wplywu jednoczesna ekspozycja na alfa-naftoflawon, inhi-
bitora 2-hydroksylazy, ktéry moze hamowa¢ oksydacyjng
konwersje 2-metoksyestradiolu do 2-hydroksyestradiolu.
W komérkach inkubowanych z 2-MeOE2 wykryto réw-
niez numeryczne zmiany chromosomalne o charakterze
diploidalnym oraz tetraploidalnym Odkrycia te wskazuja,
ze 2-metoksyestradiol jest jednak zdolny do transfor-
macji komérek [55]. Badania Khoei i wsp. [24] wykazaty
udziat wysokich stezeri 2-MeOE2 (250 uM) w powstawa-
niu peknieé nici DNA, co potwierdzono w tescie kometo-
wym na linii komdrkowej U87MG (glejak wielopostaciowy
cztowieka). Zaobserwowano ponadto, ze metabolit ten
uwrazliwia DNA badanych komdrek na dziatanie promie-
niotwérczego izotopu kobaltu (¢°Co), co mogloby zwiekszy¢
skuteczno$¢ terapii glejaka wielopostaciowego. Bada-
nie to ujawnito, ze 2-MeOE2 hamuje proliferacje i sprzyja
apoptozie komérek glejaka. Badania prowadzone przez
Saczko i wsp. [43] na linii komérkowej MCF-7 oraz OvBH-1
(komérki raka jasnokomdrkowego jajnika) potwierdzity
genotoksycznos$¢ 2-MeOE2. Autorzy zastosowali test kome-

towy zaréwno w warunkach alkalicznych, pozwalajacych
na wykrycie pojedynczych lub podwéjnych peknieé nici
DNA i miejsc naprawy DNA, jak i neutralnych, ktére umoz-
liwiaja jedynie identyfikacje peknie¢ podwdjnych taicucha
DNA, charakterystycznych dla procesu apoptozy.

Badania prowadzone przez zespSt Gérskiej i wsp. [13, 14]
wykazaly, ze wtadciwosci przeciwnowotworowe 2-MeOE2
sa zwigzane z selektywng stymulacjg neuronalnej syn-
tazy tlenku azotu (nNOS) w komdrkach 05143B (kostnia-
komiesak przerzutowy) oraz HT22 (komérki hipokampa
myszy), co powodowato wzrost ilo$ci tlenku azotu, sty-
mulujac uszkodzenia DNA. 2-MeOE2 uzyty fizjologicznie
(1012-10® M) oraz farmakologicznie (107-10"° M) istot-
nych stezeniach, w wyzej wymienionych komdrkach,
wykazuje dziatanie neurotoksyczne i genotoksyczne
przez zwiekszenie lokalizacji jadrowej nNOS, co spo-
wodowato pekniecie nici DNA i wzrost niestabilno$ci
genomu w hipokampowej linii komdérkowej HT22.
Autorzy postuluja, ze metabolit ten moze by¢ uwazany
za fizjologiczny modulator przezycia neuronéw.

GENOTOKSYCZNOSC 4-HYDROKSYESTRADIOLU

Gtéwnym szlakiem biotransformacji estradiolu jest
hydroksylacja. Koricowym produktem C-4 hydroksylacji
jest 4-hydroksyestradiol (4-OHE2). Rola tego metabolitu
w kancerogenezie jest nieustannie badana, ale istnieja
jednak pewne raporty potwierdzajace obecno$¢ adduk-
téw 4-OHE2 w raku piersi [46, 47]. Sg tylko pojedyncze
dane opisujace genotoksycznosé 4-hydroksyestradiolu,
a dlugotwata ekspozycja na ten metabolit moze byé
gtéwnym czynnikiem zwiekszajacym ryzyko wystapie-
nia raka piersi. 4-Hydroksyestradiol jest utleniany do
E2-3,4-chinonu, ktéry reaguje z DNA, tworzac addukty
indukujace genotoksyczno$¢ i rakotwérczo$é [60]. Bada-
nia prowadzone na linii komérkowej SHE i NEG (komérki
gruczotowe endometrium) potwierdzaja whasciwosci
mutagenne 4-OHE2 [23, 56]. Tsutsui i wsp. [56] wykazali,
iz 1-3-dniowa inkubacja komérek SHE z 4-OHE2 hamo-
wala ich wzrost w sposéb zalezny od stezenia, indu-
kowata aberracje chromosomowe oraz powodowata
znaczacy wzrost odsetka komérek aneuploidalnych [56].
Dobrze udokumentowany jest mechanizm tworzenia
adduktéw 4-OHE2 z DNA indukujacy mutacje, a nastep-
nie transformacje nowotworowa w komérkach sutka.
Ponadto wykazano, ze w unie$miertelnionych komér-
kach gruczotowych endometrium, 4-OHE2 moze sie
przyczyniaé do powstawania raka endometrium przez
indukowanie mutacji PTEN na kodonie 130/131 [23].

Jednak nie kazda ekspozycja na ten metabolit powoduje
mutacje. Jedynym z mozliwych zaburzen jest powstanie
peknied nici DNA pod wplywem 4-OHE2. Jak wykazuja
badania prowadzone m.in. przez Rajapakse i wsp. [41]
na linii komdrkowej MCF-7 oraz Zahid i wsp. [62]
w komérkach nabtonka gruczotu sutkowego (MCF-104),
4-hydroksyestradiol znaczaco zwigksza liczbe uszkodzen
DNA. Stezenie 4-OHE2 wywotujace te zmiany wynosito
100 nM i byto znacznie nizsze niz stosowane wczesniej
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stezenia metabolitu. Ponadto proponowane mechani-
zmy obejmujg réwniez aktywowane receptorem zwiek-
szenie szybkosci proliferacji komérek prowadzace do
akumulacji uszkodzeti genetycznych wynikajacych z ble-
déw odczytu [41]. Zahid i wsp. [62] wskazali na mecha-
nizm depurynizacyjny DNA z wytworzeniem adduktéw
jako droge dziatania genotoksycznego 4-OHE2. Udowod-
nili, ze takie metabolity estrogenéw jak katecholowe
chinony estrogendw, jesli sa wytwarzane w stosunkowo
duzych ilo$ciach, moga staé sie chemicznymi czynnikami

rakotwdrczymi poprzez reakcje z DNA, tworzac gléwnie
depurynujace addukty DNA [62]. Posrednio uszkodze-
nia takiego typu zaobserwowali takze Chen i wsp. [5] na
linii komdrkowej MCF-10A (linia prawidlowa nabtonka
gruczotu sutkowego) przez pomiar konwersji DNA faga
$X174 do otwartej kolistej i liniowej formy. W ten spo-
séb okreslono, czy DNA ulega fragmetacji poprzedza-
jacej apoptoze. 4-OHE2 powodowat takze przejsciowa
aktywacje kinaz biatkowych regulowanych sygnatem
pozakomdrkowym (ERK, extracellular signal-regulated

Tabela 1. Zestawienie wybranych badan dotyczacych genotoksycznosci 17p-estradiolu i jego metabolitow

Oceniana zmiana Autorzy Linia komérkowa Wynik badania
17p-estradiol
[7] Bakteryjne Negatywny
[42] Bakteryjne Negatywny
[26] Bakteryjne Negatywny
Mutacje genowe [25] V79 in vitro POZYTYWNY
[9] V79 in vitro Negatywny
[54, 56] SHE in vitro Negatywny
[42] L5178Y Negatywny
[54] SHE in vitro Negatywny
[16] Nerka chomika syryjskiego POZYTYWNY
. [61] MCF-7 in vitro POZYTYWNY
ui’i(';”;ﬁ:"[)"ﬁl\ 2 MCF-7 invitro POZYTYWNY
IM-1in vitro Negatywny
[41] MCF-7 in vitro POZYTYWNY
[21] MCF-7 in vitro POZYTYWNY
2-metoksyestradiol
Mutacje genowe [55] SHE in vitro POZYTYWNY
[13] HT22 in vitro POZYTYWNY
[24] UB7MG in vitro POZYTYWNY
u'jz'muztearﬁ:';)"ﬁA (131 05 1438 invitro POZYTYWNY
[57] MCF-7 in vitro POZYTYWNY
[43] MCF-7 in vitro POZYTYWNY
4-hydroksyestradiol
[56] SHE in vitro POZYTYWNY
Mutacje genowe
[23] NEG in vitro POZYTYWNY
[171 DNA chomika syryjskiego POZYTYWNY
. [18] SHE in vitro POZYTYWNY
uljzli(r:juztealﬁgnl)nﬁ A [16] Nerka chomika syryjskiego POZYTYWNY
[41] MCF-7 in vitro POZYTYWNY
[62] DNA z grasicy cielecej POZYTYWNY
16a-hydroksyestron
Mutacje genowe [56] SHE in vitro Negatywny
Niemutagenne BRAK DANYCH

uszkodzenia DNA
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kinases), zaangazowanych w przekazywanie sygnatéw
przezycia lub $mierci komérek. W do$wiadczeniach na
linii komérkowej SHE wykazano ponadto, iz metabolit
ten powoduje takze zmiany strukturalne chromosoméw
oraz zmiany o charakterze aneuploidii [56].

GENOTOKSYCZNOSC 16A-HYDROKSYESTRONU

16a-hydroksyestron jest metabolitem estradiolu, kté-
rego genotoksyczno$¢ jest najstabiej przebadana. Brak
jest danych o uszkodzeniach DNA, takich jak np. pek-
niecia nici DNA. W dostepnych badaniach nie wykazano
powstawania zmian struktury chromosomu, a takze
mutacji genowych pod wplywem dziatania tego metabo-
litu [56]. Jedynie Tsutsui i wsp. [56] zaobserwowali na linii
komérkowej SHE genotoksyczno$¢ 16a-hydroksyestronu
w formie aneuploidii. Brak jest natomiast danych literatu-
rowych oceniajacych wplyw tego metabolitu na pekniecia
nici DNA z uzyciem testu kometowego. Genotoksyczno$é
estrogendw jest $cisle powigzana z ich hydroksylacja i to
czesto warunkuje toksyczno$¢ steroidéw [11]. W tabeli 1
zestawiono dostepne dane dotyczace genotoksycznosci
17B-estradiolu i jego metabolitéw.

PISMIENNICTWO

PODSUMOWANIE

Wciaz rosngca zapadalno$¢ na choroby nowotworowe
wskazuje na wazno$¢ i aktualno$é podjetego tematu
analizy udziatu estrogendéw i ich metabolitéw w indu-
kowaniu genotoksyczno$ci i udzialu w progresji estro-
genozaleznego raka gruczotu sutkowego, a takze
innych nowotwordw. Wzrastajaca liczba danych doty-
czacych wplywu estrogenéw na powstawanie uszko-
dzeri DNA przez réznorodne mechanizmy, a tym samym
inicjowanie proceséw kancerogenezy odzwierciedla
wazno$¢ tego problemu, co potwierdzono w badaniach
na wielu liniach komérkowych. Wskazywane jest réw-
niez dziatanie protekcyjne 17p-estradiolu oraz niekté-
rych jego metabolitéw w kancerogenezie. Poznanie
mechanizmu dziatania genotoksycznego i/lub protek-
cyjnego estradiolu oraz jego metabolitéw moze mieé
istotne znaczenie w przypadku stosowania hormonal-
nej terapii zastepczej czy antykoncepcji hormonalne;.
Swiadomo$é mozliwoéci wystapienia genotoksycznego
dzialania estrogendw jest niezwykle wazne dla podjecia
dziatan prewencyjnych przed mozliwo$cig wystapienia
skutkéw odlegtych.
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