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Streszczenie

W okresie cigzy stezenie hormonoéw plciowych, m.in. 17p-estradiolu (E2), progesteronu, a takze me-
tabolitéw posrednich takich jak DHEA, czy cholesterol, bedacy substratem do ich syntezy. Ten wzrost
w stezeniu hormonéw powoduje, Ze roénie takze stezenie potencjalnie genotoksycznych metabolitéw
rozktadu E2, czyli katecholi estrogenowych, ktdre, jesli nie zostang usuniete w reakeji sprzegania, moga
prowadzi¢ do uszkodzen oksydacyjnych DNA. Powodem powstawania uszkodzen s reaktywne formy
tlenu (RFT) powstajace w reakcjach miedzy wolnorodnikowymi formami semichinonéw i chinonéw
tych zwiazkéw. Dzieje si¢ tak jednak jedynie wtedy, gdy poziom RFT przekroczy zdolno$ci antyoksy-
dacyjne komdrek. Takg ochronng role pelni takze E2. Moze to oznaczaé, ze powstajace RFT, ktore sg
takze czasteczkami istotnymi dla sygnalizacji komoérkowej podczas rozwoju plodu po spelnieniu swej
roli sg usuwane z komoérek dzigki antyoksydacyjnym wilasno$ciom E2. Pytanie zatem o rol¢ E2, a takze
innych produktéw metabolizmu estrogendw, z punktu widzenia poziomu oksydacyjnych uszkodzen
DNA w komorkach, wydaje si¢ pytaniem istotnym. Aby przyblizy¢ odpowiedZ na to pytanie, spraw-
dzono poziom oksydacyjnych uszkodzen zasad purynowych i pirymidynowych w DNA limfocytow
kobiet w ciazy (N=65) metoda kometowa, za$ udzial cholesterolu, E2, progesteronu i DHEA w pozio-
mie tych uszkodzen analizowano wykorzystujac analiz¢ $ciezek. Pokazana hierarchia wplywéw tych
metabolitow na uszkodzenia oksydacyjne DNA potwierdzita ochronna role E2, podczas gdy pozostate
zwigzki wykazuja dodatni efekt. Model ten jednak wyjasnia zaledwie kilka procent zmiennoéci w po-
ziomie uszkodzen.
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Intermediate metabolites of estrogen metabolism in oxidative DNA
damage in pregnant women studied by paths

Abstract

Oxidative stress in the human body is caused by excessive generation of reactive oxygen species (ROS),
in response to metabolism fluctuations and/or environmental conditions. The level of ROS level in
the body is controlled by antioxidative enzymes but also by ingredients of the diet. Excessive produc-
tion of ROS, exceeding the antioxidant capacity of body can lead to DNA damage. However ROS are
not only a destructive factor but they also play an important role in cell signaling and in hormonal
status during prenatal life. During pregnancy, sex hormone levels undergo drastic change. That refers
to 17p-estradiol, progesterone, and the intermediate metabolites such as DHEA or cholesterol. The
increase in concentration of sex hormones also enhances the level of catechol estrogens, which, if not
removed by conjugationj can cause oxidative DNA damage as a result of the formation of free radicals
in redox-cycling reactions. However, 17B-estradiol is also a naturally occurring antioxidant that dur-
ing pregnancy may play a protective role. During the entire pregnancy the 17f3-estradiol, progesterone,
DHEA and cholesterol concentrations were measured in pregnant women (N=65). Using the same
blood samples the lymphocytes were isolated and the level of oxidative damage in DNA was evaluated
using comet assay. The results, presented as a path analysis, disclosed the hierarchy of influence of
theses metabolites on the oxidative damage of purine and pyrimidine bases as well as a protective role
of 17p-estradiol in oxidative damage produced in cells during pregnancy.

Key words: sex hormones, 17B-estradiol, oxidative DNA damage, path diagram

Wprowadzenie

Stres oksydacyjny jest efektem nadmiernej produkeji reaktywnych form tlenu (RFT)
powstajacych podczas metabolizmu w normalnych warunkach fizjologicznych, badz
jako odpowiedz organizmu na warunki srodowiskowe. To zaburzenie homeostazy jest
zwykle postrzegane jako czynnik destrukcyjny mogacy prowadzi¢ do uszkodzenia ko-
morek i tkanek. W szczegdlnoéci nienaprawione lub blednie naprawione uszkodzenia
w DNA moga by¢ przyczyna transformacji nowotworowych. Réwnoczesnie RFT sa
waznymi czasteczkami biorgcymi udzial w sygnalizacji komdrkowej uruchamiajac np.:
transkrypcje gendw lub produkeje cytokin. Procesem, w ktérym RFT odgrywaja istot-
ng role jest reprodukeyjny cykl zyciowy u kobiet, zaczynajac od dojrzewania komorek
jajowych (oocytoéw), zaptodnienia, poprzez rozwdj embrionu w calym okresie cigzy, do
porodu wlacznie. Stres oksydacyjny jest rownoczesnie czynnikiem szeregu klinicznie
diagnozowanych zaburzen takich jak: nadci$nienie podczas cigzy, rzucawka, nieptod-
nos¢, powodzenie w zaplodnieniu in vitro, czy wzrost ryzyka poronienia. Zachowanie
réwnowagi oksydacyjnej jest regulowane przez poziom enzymoéw antyoksydacyjnych,
a takze jest zalezne od ilo$ci spozywanych mikroelementéw oraz witamin przeciwutle-
niajacych.
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W artykule przedstawiono wyniki analiz udzialu wybranych zwiazkéw wystepu-
jacych w szlaku metabolicznym 17p-estradiolu (E2), a takze ich procentowy udzial
w uszkodzeniach DNA ocenianych w limfocytach kobiet w ciazy majacej prawidlowy
przebieg. Starano sie¢ ustali¢: czy i w jakim stopniu istnieje zwigzek przyczynowo-skut-
kowy miedzy stezeniami 17p-estradiolu, progesteronu, DHEA, cholesterolu, a ilo$cia
uszkodzen DNA. Analizy przeprowadzano metoda $ciezek, umozliwiajacg ocene wiel-
ko$ci oddzialywania bezposredniego i posredniego poszczegdlnych standaryzowanych
zmiennych niezaleznych (egzogenicznych), ktérymi sg stezenia metabolitéw posred-
nich; ustalono takze hierarchizacje tych zmiennych pod wzgledem wielko$ci wptywow
na zmienng zalezng, czyli poziom uszkodzen alkalilabilnych oraz na poziom utlenio-
nych zasad pirymidynowych i purynowych.

Zarys metabolizmu hormonoéw plciowych i ich znaczenie w ciazy

Hormonami steroidowymi, ktére odgrywaja najwazniejsza role w rozwoju piciowym
kobiety sa 17B-estradiol (E2) i progesteron. Ich synteze przedstawiono schematycznie
na rycinie 1.
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Ryc. 1. Schemat biosyntezy 17p-estradiolu.

CYP11A1 - desmolaza cholesterolowa, 3p-HSD - dehydrogenaza
3B-hydroksysteroidowa, CYP17 - 17a-hydroksylaza, CYP19 - aromataza,
17B-HSD dehydrogenaza 17-hydroksysteroidowa
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Podczas rozwoju cigzy produkcja zaréwno E2, jak i progesteronu jest przejmowana
przez fozysko. Od konca 3 miesigca to gléwnie ten narzad ptodowy jest odpowiedzialny
za utrzymanie wysokiego stezenia hormonéw we krwi matki i dziecka. Sadzi sie, ze
estrogeny maja tak duze znaczenie w trakcie zycia plodowego, poniewaz wplywaja na
podniesienie poziomu acetylacji histonéw, a tym samym na rozluznienie konformacji
chromatyny, przez co zwieksza si¢ dostepno$¢ DNA dla kompleksu transkrypcyjnego
umozliwiajac ekspresje¢ genéw niezbednych w rozwoju ptodu (Pasqualini, 2005). E2
taczac si¢ z receptorem estrogenowym kodowanym przez niezalezne geny ERa i ERP
zmienia jego konformacje¢ czynigc go czynnikiem transkrypcyjnym. Tak uaktywnio-
ne receptory wigza sie do specyficznych sekwencji elementu odpowiedzi na estrogeny
(ERE, ang. estrogen response element) obecnych w genach docelowych. Tym samym
zmianie ulegajg cale profile ekspresji gendw w komorkach.

Stezenie hormonoéw plciowych u matki jest silnie skorelowane z ich stezeniem we krwi
dziecka (Troisi, 2003). Po porodzie poziom zaréwno 17B-estradiolu, jak i progesteronu,
gwaltownie spada do poziomu poréwnywalnego ze wczesng fazg folikularng. Poziom es-
trogenéw w zyciu plodowym moze modulowa¢ podatno$¢ dziecka na zachorowanie na
niektére nowotwory w pdzniejszym wieku na przyklad poprzez modyfikacje zdolnosci ko-
morek macierzystych do réznicowania (Baik, 2005). W okofo 98% estrogeny i progesteron
wystepuja w postaci zwigzanej z biatkami osocza: albuming oraz globuling wigzaca sterydy
plciowe (SHBG - Sex Hormon Binding Globulin). Jedynie okofo 2% tych hormondw wyste-
puje w postaci wolnej w osoczu. Niezwigzane z biatkami hormony sterydowe maja zdolnos¢
przenikania przez blone komoérkows i po zwigzaniu z receptorem cytoplazmatycznym od-
dzialuja na aparat genetyczny jadra komorkowego, stymulujac komorke do podziatu.

W czasie ciazy stezenie 17(-estradiolu w organizmie kobiety wzrasta okoto 100-krot-
nie w poréwnaniu do poziomu w okresie owulacyjnym (Baik, 2005; Milczarek, 2007),
zapewniajac prawidtowy rozwéj plodu, podtrzymanie cigzy oraz terminowy pordd. Po-
ziom plciowych hormondw steroidowych zalezy w duzej mierze od czynnikéw genetycz-
nych, w czym znaczng role odgrywaja posiadane polimorficzne allele genéw kodujacych
enzymy syntezy (rodzina cytochroméw P450) i katabolizmu estrogenéw (CYP, COMT).
Czestos¢ wystepowania alleli genow kodujacych niektore z tych enzymoéw w rejonie Azji
Wschodniej, a wplywajacych na aktywnos¢ enzymow jest rézna od tej w Europie. Moze
to wplywac na stezenie E2. I tak na przyktad u Azjatek poziom 17B-estradiolu jest istotnie
nizszy niz mierzony w analogicznej grupie kobiet rasy Kaukaskiej (Arslan, 2006).

Progesteron, obok E2, jest najwazniejszym hormonem steroidowym zaangazowanym
w zdolnosci rozrodcze kobiety. Stanowi on réwniez substrat do syntezy hormonéw kory
nadnerczy i testosteronu. Progesteron odpowiada za wla$ciwe przygotowanie blony §luzo-
wej macicy na przyjecie zaptodnionego jaja oraz za utrzymanie cigzy. Stezenie progestero-
nu w surowicy stuzy w diagnostyce klinicznej do okreslenia zagrozenia utrzymania cigzy,
jednak w praktyce nie mozna poda¢ wartosci stezen progesteronu, na podstawie ktorych
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mozna rokowac¢ co do przebiegu cigzy. Zdarza si¢, ze nawet przy bardzo niskich stezeniach
progesteronu cigza rozwija si¢ zupelnie prawidtowo (Brosens, Gellersen, 2006).
Dehydroepiandrosteron (DHEA) stanowi substrat do syntezy estrogenow. Oprocz
réznicujacego i antyapoptotycznego dziatania przekazywanego poprzez receptory an-
drogenowe (AR), wykazuje wlasnosci przeciwutleniajace. DHEA i DHEA-S moze zapo-
biega¢ oksydacyjnym uszkodzeniom biomolekul, jak réwniez przywraca¢ rbwnowage
oksydacyjng komorek (Tunez, 2005). Kora nadnerczy i watroba ptodu oraz ciezarnej
kobiety, syntetyzuja duze ilosci DHEA i jego sulfopochodnej DHEA-S, ktore nastepnie
w lozysku stuzg jako substrat do syntezy 17B-estradiolu. DHEA jest steroidem wystepu-
jacym w najwiekszych ilosciach w ludzkim organizmie (Khalil, 2000). Regulacja syntezy
DHEA odbywa si¢ na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego ze stezeniem estroge-
néw. Poziom DHEA-S jest réwniez regulowany przez TGF-P za po$rednictwem ERp.

Uszkodzenia oksydacyjne DNA a hormony plciowe

Uszkodzenia w materiale genetycznym pojawiaja si¢ podczas calego okresu zycia
komorki. Ich poziom zalezy od zachowania rownowagi pomiedzy intensywnoscig eks-
pozycji na czynniki uszkadzajace, tak endo- jak i egzogenne, a sprawnoscig systemow
ochronnych i naprawczych. Ponadto komorki posiadaja wiele mozliwosci naprawy
uszkodzen DNA.

Akumulacja uszkodzen w DNA moze prowadzi¢ do utraty stabilnosci genetycznej
i zwiekszenia ryzyka rozwoju nowotworéw. W trakcie replikacji do DNA wbudowywa-
ne sa bledne zasady z czestotliwoscia okoto 1 na 10° nukleotydéw. Wsréd licznych oksy-
dacyjnych uszkodzen obecnych w czasteczce DNA do najczesciej wystepujacych naleza:
8-oksoguanina (8-okso-G), 8-okso-7,8-dihydro-2deoksyguanozyna (8-okso-dG) oraz
2,4-diamino-5- formamidopirymidyna (Fapy- G). Uszkodzenia te znajdujg si¢ w cen-
trum zainteresowan naukowcow, gdyz charakteryzuje je wysoki mutagenny potencjal.
Podniesiony poziom tych uszkodzen obserwowano w tkankach réznych nowotworéw,
co sugeruje, ze akumulacja oksydacyjnie uszkodzonych zasad azotowych DNA moze
odzwierciedla¢ wzrost ryzyka nowotworowego, ale takze moze by¢ biomarkerem maja-
cym znaczenie predykcyjne (Milczarek, 2007; Pasqualini, 2005).

Uszkodzenia oksydacyjne DNA powstajg takze wskutek autooksydacji katecholo-
wych estrogenéw powstajacych podczas katabolizmu estrogenéw. Poczatkowo docho-
dzi do przeksztalcenia ich w formy lepiej rozpuszczalne w wodzie, po czym nastepu-
je inaktywacja i usunigcie ich z moczem. Enzymy I fazy detoksyfikacji (hydroksylazy
z grupy cytochromu P450) katalizuja powstanie hydroksylowych pochodnych estro-
gendw (poprzez hydroksylacje w obrebie pierécienia A lub D), ktére nastepnie sg ko-
niugowane z grupami metylowymi, sulfurowymi lub glutationem przez enzymy II fazy
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(Yager, 2000). Katecholowe pochodne estrogenéw moga nastgpnie ulegaé utlenieniu
przez cytochromy P450 do formy semichononowej i dalej do chinonowej. Przy udzia-
le NADPH-zaleznej reduktazy cytochromu P450, moga ulec redukcji z powrotem do
postaci hydrochinonu. Oba procesy zachodza poprzez wolnorodnikowe produkty po-
$rednie. Ponadto, chinonowe formy hydroksyestrogenéw moga reagowa¢ bezposrednio
z zasadami azotowymi w DNA tworzac addukty (Ryc. 2).
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Ryc. 2. Genotoksyczne dziatanie metabolitéw estradiolu

W trakcie cyklicznych reakeji utleniania i redukeji katecholowych pochodnych es-
trogenow i przechodzenia pomiedzy formami chinon - hydrochinon z udzialem tlenu
czasteczkowego generowane sa duze ilosci anionorodnika ponadtlenkowego. Aniono-
rodnik ponadtlenkowy moze by¢ redukowany enzymatycznie lub nieenzymatycznie do
nadtlenku wodoru i dalej do innych RFT. Moze to prowadzi¢ do nasilenia si¢ stanu
stresu oksydacyjnego w komorce.

Uszkodzenia DNA mogg zosta¢ utrwalone w postaci mutacji w wyniku stymulujacego
proliferacje dzialania estradiolu i w ten sposdb zwieksza¢ ryzyko kancerogenezy. Zaburze-
nie homeostazy powoduje takze, ze RFT bezposrednio uszkadzaja DNA. W wyniku od-
dzialywania reaktywnych form tlenu z zasadami azotowymi DNA powstaja glikole tyminy
i cytozyny, puryny o otwartych pierscieniach. Reaktywne formy tlenu powstajg réwniez
w wyniku reakcji nieenzymatycznych pomiedzy estrogenami katecholowymi, czyli produk-
tami hydroksylacji 17p-estradiolu a jonami metali (Oliniski, 2007). Produkty posrednie tych
przemian mogg modyfikowaé zasady azotowe, wprowadza¢ pojedyncze pekniecia do nici
i inne oksydacyjne uszkodzenia DNA (Mitrunen, Hirvonen, 2003). Endogenny metabolizm
estrogenow — a w szczegdlnosci szybko$¢ usuwania estrogenéw katecholowych — ma zatem
bezposredni wplyw na poziom oksydacyjnych uszkodzenn DNA (Baik, 2005).

Po uwzglednieniu efektywnych proceséw naprawczych ilos¢ ta jest redukowana do
1 nukleotydu na 10™.

168



Udzial metabolitéw posrednich w metabolizmie estrogendéw w uszkodzeniach oksydacyjnych DNA...

Utrwalenie takiej zmiany w cyklu replikacyjnym skutkuje powstaniem mutacji punk-
towej. Wraz z kolejnymi podziatami komoérkowymi, mutacje moga ulega¢ akumulacji,
a usytuowanie ich w genach supresorowych i protoonkogenach moze doprowadzi¢ do
utraty kontroli nad podziatami komdrkowymi oraz transformacji nowotworowe;j. Estro-
geny w kompleksie z receptorami estrogenowymi (ER) stanowig silne stymulatory trans-
krypcji gendw, w tym roéwniez tych zaangazowanych w proliferacje komorek. Ponadto
stwierdzono, iz niektére metabolity estrogenu maja zdolno$¢ kowalencyjnego wigzania
sie do receptoréw estrogenowych powodujac ciagla stymulacje wzrostu komorek (Kri-
stensen, 2003). Wszystko to moze prowadzi¢ do niestabilnosci genetycznej komorek pro-
wadzgcej czesto do transformacji nowotworowej (Ryc. 3).
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Ryc. 3. Kancerogenne dzialanie estrogenow

Podczas cigzy w organizmie matki i dziecka powstaja duze ilosci reaktywnych form
tlenu. RFT biorg udzial w dojrzewaniu tkanek macicy, implantacji zarodka i rozwoju na-
czyn krwionoénych tozyska i macicy. Embriogeneza wiaze si¢ z nasileniem stresu oksyda-
cyjnego. W trakcie tego procesu RFT sg zaangazowane w sygnalizacje komorkows i kon-
trole rozwoju plodu podczas replikacji i réznicowania komdrek oraz w czasie formowania
sie organéw (Aurousseau, 2006).

Metabolizm witamin i mikroelementéw pomaga w utrzymaniu poziomu RFT na ta-
kim poziomie, aby nie zaburza¢ sygnalizacji, rOwnoczesnie jednak zapobiegajac ich nad-
miernej produkeji, co mogtoby doprowadzi¢ do uszkodzenia tkanek plodu i matki lub
uniemozliwi¢ implantacje zarodka (Seino, 2002).
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Wspolzaleznosci pomiedzy 17f3-estradiolem a metabolitami
w szlaku metabolicznym estrogenow

Analiza zmian w stezeniu 17p-estradiolu (E2) pokazala, ze stezenie zenskich hor-
mondw plciowych w organizmie ciezarnych kobiet (N=65) wzrasta w czasie kolejnych
tygodni cigzy. Stwierdzono takze, ze przyrost ten mial charakter wyktadniczy. Wraz
z rosngcym stezeniem 17[-estradiolu i dorastaniem cigzy zaobserwowano takze spadek
stezenia DHEA-S w surowicy. Taka zalezno$¢ zwigzana jest z ujemnym sprzezeniem
zwrotnym kontrolujacym stezenie DHEA przez stezenie 17(3-estradiolu (Labrie, 2005).

W czasie cigzy istotne jest takze utrzymanie wysokiego stezenia progesteronu. Syn-
teza progesteronu zachodzi szlakiem niezaleznym od syntezy DHEA, a hormon ten
jest potencjalnym substratem do produkeji estrogendéw. Analiza korelacji semiczast-
kowej pokazala, ze progesteron ma trzykrotnie wigkszy udzial w zmianach stezenia
17pB-estradiolu w poréwnaniu do DHEA-S. Mozna jednak sadzi¢, ze to wzrastajace
stezenie 17P-estradiolu w okresie cigzy kontroluje zaréwno stezenie progesteronu jak
i DHEA w krazeniu matki (Pepe 1998).

Podczas cigzy obserwuje si¢ takze zmiany w metabolizmie lipidow. Stale rosngce
stezenie cholesterolu jest niezbedne do nasilajacej si¢ syntezy hormonéw plciowych.
Uzyskane w niniejszym badaniu wyniki pokazaly, ze stezenie catkowitego cholesterolu
w surowicy silnie korelowalo ze stezeniami 17p-estradiolu i progesteronu we krwi.

Sila zaleznosci liniowych pomigdzy 17p-estradiolem a cholesterolem, progestero-
nem i DHEA, oceniana wielkoscig wspdtczynnikéw korelacji Pearsona pokazala, ze wraz
ze wzrostem stezenia cholesterolu rosnie stezenie progesteronu oraz 17p-estradiolu,
przy czym sita tego zwiazku byla wieksza dla 17p-estradiolu (r=0,687); natomiast
wraz ze wzrostem stezenia cholesterolu malalo stezenie DHEA-S i zwigzek ten byt ra-
czej niewielki (r=-0,179). Wraz ze wzrostem stezenia progesteronu malato takze ste-
zenie DHEA-S (r=-0,256). Najmniejsza sita zwigzku wystepowala pomiedzy DHEA-S
a 17P-estradiolem (r=0,011).

Aby zmierzy¢ wklad, jaki poszczegdlne metabolity posrednie (zmienne) wnosza
w zmiany stezenia 17(-estradiolu, okreslono wspétczynniki korelacji czagstkowej i semi-
czastkowej. Najwiekszy wspolczynnik korelacji czastkowej mial cholesterol (r=0,568).
Warto$¢ ta okresla wielko$¢ zaleznosci liniowej po usunieciu jego korelacji ze wszystki-
mi pozostalymi zmiennymi. Stezenie cholesterolu wyjasnialo samodzielnie prawie 19,2
% (0,438%x 100 %) wariancji stezenia 17p-estradiolu, po wylaczeniu wptywu pozosta-
tych badanych zwigzkow. Zas progesteron mial wiekszy wptyw (wyjasnia 10,6% zmien-
nosci) na stezenie 17f3-estradiolu niz DHEA-S, ktéry wyjasnial jedynie 3,9 % zmienno-
$ci stezenia 17B-estradiolu w czasie cigzy.

Natezenie wzajemnego oddzialywania wszystkich zmiennych niezaleznych (cholestero-
lu, progesteronu i DHEA-S) na stezenie 17p-estradiolu wyrazony wspotczynnikiem korelacji
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wielorakiej R wynosit 0,77. Najwieksza sile zwigzku ze stezeniem 17p-estradiolu wykazywa-
fo stezenie cholesterolu, dla ktdérego warto$¢ standaryzowanego wspélczynnika B wynosi-
fa 2,57 w poréwnaniu ze stezeniem DHEA-S (0,41) i progesteronu (0,55). Warto$¢ popra-
wionego R*= 0,59, zastosowane ze wzgledu na wystepowanie korelacji miedzy zmiennymi
wskazala, ze 59 % zmiennosci 17B-estradiolu byta wyjasniona przez zastosowany model.

Udzial cholesterolu, 17B-estradiolu, progesterony, oraz DHEA
w poziomie uszkodzenn DNA w limfocytach ci¢zarnych kobiet - analiza $ciezek

Zardéwno pozytywna jak i destrukcyjna rola RFT powstajacych podczas metaboli-
zmu estrogenow jest malo do tej pory zbadana, a zatem pytanie o udzial metabolitow
posrednich w powstawaniu uszkodzen DNA podczas ciazy wydaje si¢ zasadne.

Badania nad stabilnoscig genetyczng komorek kobiet w réznym okresie cigzy prze-
prowadzano w limfocytach. Material ten wybrano, poniewaz odzwierciedla on historie
ekspozycji organizmu na dzialanie czynnikéw znajdujacych si¢ w krazeniu. W szcze-
golnosci obecnos¢ odpowiednich receptoréw w limfocytach pozwala sadzi¢, ze sg one
dobrym materialem do badan zmian w uszkodzeniach DNA w relacji z hormonami.
Wybor limfocytow wynikat takze z faktu, ze wykazujg one ekspresje genéw odpowie-
dzialnych za synteze 17p-estradiolu, a takze sa w stanie syntetyzowaé progesteron,
DHEA i androstenodion (Zhou, 2002). Czas zycia tych komoérek i ekspozycja na czyn-
niki krazace wraz z krwig sprawiajg, ze ich DNA stanowi doskonaly biomarker poziomu
uszkodzen materiatu genetycznego odzwierciedlajacy warunki srodowiska zewnetrzne-
go jak i wewnetrznego organizmu dawcy.

Uszkodzenia DNA badano metoda kometows: uszkodzenia alkali-labilne (K), usz-
kodzenia zwigzane z utlenieniem zasad pirymidynowych (E) i zasad purynowych (F),
a takze uszkodzenia netto, czyli réznica pomiedzy poziomem uszkodzenn DNA uzys-
kanym po inkubacji z enzymem rozpoznajacym utlenione zasady (endonukleaza III-
zasady pirymidynowe; Fpg — zasady purynowe) i bez enzymu, czyli uszkodzen alkali-
labilnych (E-K i odpowiednio F-K). Chcac uzyska¢ interpretacje przyczynowa zwiazku
pomiedzy stezeniami E2 (EST), progesteronu (PROG), cholesterolu (CHOL), DHEA
a poziomem uszkodzenn DNA w limfocytach zastosowano analize statystyczng zwang
analizg $ciezek (path analysis). Ta unikatowa metoda zaklada, ze wariancja zmiennej
endogenicznej (poziom uszkodzen DNA, K, E-K, F-K) jest w calosci wyjasniana przez
zmienne endogeniczne (EST, PROG, CHOL, DHEA), ktére — w przeciwienistwie do
analizy regresji — moga by¢ ze sobg skorelowane przez nieskorelowany z nimi sktad-
nik losowy. Budowany jest diagram zaleznosci przyczynowo-skutkowych obrazujacy
oddzialywania zmiennych egzogenicznych na zmienng endogeniczng i uwzgledniajacy
nastepstwa czasowe (przyczyna poprzedza skutek).

171



Malgorzata Kalemba-Drozdz, Stanistaw Matusik, Tomasz Milewicz, Maria Kapiszewska

Wyliczane w modelu wspotczynniki $ciezkowe umozliwiajg dekompozycje korelacji,
gdyz odpowiadajg one wielko$ciom wplywdéw bezposrednich. Zatem catkowita korela-
cja zmiennej endogenicznej i zmiennej egzogenicznej moze by¢ rozbita na wptywy bez-
posrednie (réwne korelacjom czastkowym) i posrednie, tzn. na oddzialywania zmien-
nej egzogenicznej przez pozostale zmienne na wszystkich $ciezkach diagramu (Wright
1960).

W pracy postuzono sie¢ wspdtczynnikami korelacji Pearsona, a wspotczynniki $ciez-
kowe obliczono ze wzoru:[p,] = R"' - r, gdzie R - jest macierzg korelacji zmiennych
egzogenicznych, ar - oznacza wektor korelacji zmiennych egzogenicznych ze zmienng
endogeniczna. Bazujac na powyzszym réwnaniu mozemy postuzy¢ sie takze innymi
miarami wspolzaleznosci cech ze znakiem (np. opartymi na statystyce Chi-kwadrat
w sytuacji, gdy zmienne sg wyrazone w stabych skalach, ale porzadkowych) (Chrza-
nowska, Matusik, 2006).

Analizujac hierarchie wplywoéw, czyli udzialy poszczegélnych zmiennych egzoge-
nicznych w wyjasnianiu wariancji zmiennej endogenicznej, jako 100% przyjeto wyja-
$niang przez model wielko$¢ wariancji, czyli warto$¢ wspdtczynnika determinacji R

Wspolczynniki korelacji czastkowych, reperezentowane na diagramie jako wspot-
czynniki $ciezkowe, umozliwiaja wyznaczenie oddzialywan bezposrednich. Wplywy
posrednie na zmienng zalezng wyznaczone sg przez réznice miedzy wspotczynnikiem
korelacji Pearsona, reprezentujacym catkowite oddzialywanie wzajemne, a warto$cia
wspolczynnkia czastkowego. Wplywy posrednie dokonujg si¢ poprzez wzajemnie sko-
relowane zmienne niezalezne. Mozna zatem wyznaczy¢ w procentach zaréwno udziaty
oddzialywan bezposrednich, jak i posrednich.

Nalezy zauwazy¢, ze z powodu wystepowania powiazan miedzy zmiennymi egzo-
genicznymi, wyjasnianie calkowitej wariancji zmiennej zaleznej w analizowanych mo-
delach jest na ogdt niewielkie, co objawia si¢ relatywnie niskg warto$cia wspétczynnika
determinacji R%. Jednak zastosowanie np. metod regresyjnych prowadzitoby do uzyska-
nia wynikéw niepoprawnych, z powodu niespelnienia zalozenia o niezaleznosci zmien-
nych egzogenicznych lub uzyskania w wielu przypadkach modeli zawierajacych tylko
warto$¢ stala, pomijajacych zmienne egzogeniczne.

Dla kazdej ze zmiennych zaleznych, czyli alkali-labilnych uszkodzenn DNA (K); sumy
uszkodzen alkali-labilnych i utlenionych zasad pirymidynowych (E) i pirymidynowych
(F) oraz oksydacyjnych uszkodzen netto: zasad pirymidynowych (E-K) i zasad pury-
nowych (F-K), zbudowano diagram obrazujacy model oddzialywan zmiennych nieza-
leznych, ktorymi byly 4 zmienne: stezenie 17p-estradiolu (EST) [pg/ml], cholesterolu
(CHOL) [mM], DHEA [pg/dl] i progesteronu (PROG) [ng/ml].

Ponizej przedstawiono model dla zmiennej K (Ryc. 4) wraz z oszacowanymi wspot-
czynnikami $ciezkowymi (wartoéci umieszczone nad strzatkami).
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Ryc. 4. Model $ciezkowy oddzialywan 17(-estradiolu (EST), cholesterolu (CHOL),
DHEA i progesteronu (PROG) na poziom endogennych alkali-labilnych peknie¢ w po-
jedynczych niciach DNA (K) w limfocytach cigzarnych kobiet.

Model ten wyjasnial 3,8% zmiennosci (1-r? gdzie r=0,981). Najwickszy udzial w tej
zmienno$ci mial 17p-estradiol (EST) 60,3%, nastepnie progesteron (PROG) 26,3% oraz
cholesterol (CHOL) 13,3%, natomiast wptyw DHEA byt minimalny 0,15% i zmienna tg
mozna usung¢ z modelu.

Oddziatywanie 17B-estradiolu i cholesterolu odbywato sie bardziej w sposéb bez-
posredni (odpowiednio 54,3% i 54,6%), natomiast progesteron dzialal w tym modelu
w 68,6% w sposob posredni, glownie przez cholesterol i 173-estradiol. Podobnie DHEA
dzialato na K (poziom uszkodzen alkali-labilnych) w 72,8% pos$rednio, rdwniez poprzez
17B-estradiol i cholesterol.

Kolejny model opisuje strukture wplywéw na zmienng E (Ryc. 5).
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Ryc. 5. Model $ciezkowy oddziatywan 17p-estradiolu (EST), cholesterolu (CHOL),
DHEA i progesteronu (PROG) na poziom sumy endogennych alkali-labilnych i oksy-

PROG

dacyjnych uszkodzen zasad pirymidynowych w pojedynczych niciach DNA (E) w lim-
focytach ciezarnych kobiet.

Wyjasniany poziom wariancji zmiennej E wynosi 6,4%, w czym estradiol miat udziat
ponad 2/3 (67,6%), zas DHEA - ponad 1/5 (21,5%). Udziat cholesterolu i progesteronu
ksztaltowal si¢ na poziomie okoto 5% (odpowiednio 5,4% i 5,5%). DHEA wplywato na
E w 76% w sposob bezposredni, a estradiol w 72%. Oddzialywanie cholesterolu w 58,9%
odbywalo si¢ w sposob posredni (gtéwnie przez estrogen), natomiast progesteron dzia-
tal na E w 86% posrednio, w wigkszosci przez 17p-estradiolu.

Na rycinie 6. przedstawiono model oddzialywania analizowanych zmiennych na F
Wyjasniany poziom wariancji zmiennej F wynosi 4%, przy niemal identycznym udzia-
le zmiennych DHEA (48,9%) i 17p-estradiolu (48,7%). Mozna w tym modelu pomi-
naé¢ wplyw cholesterolu (0,2%), natomiast progesteron, wyjasniajacy 2,2% zmienno-
$ci F dzialal gléwnie posrednio przez estradiol, a w mniejszej czesci przez cholesterol
i DHEA. Ten ostatni zwiazek oddziatywat na F bezpo$rednio w 75,8%, a 17p-estradiolem
w 62,3%.
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Ryc. 6. Model $ciezkowy oddziatywan 17p-estradiolu (EST), cholesterolu (CHOL),
DHEA i progesteronu (PROG) na sume endogennych uszkodzen alkali-labilnych

i oksydacyjnych uszkodzen zasad purynowych (F).

Podsumowanie

We wszystkich analizowanych zaleznos$ciach obserwowano negatywna zalezno$¢
pomiedzy 17B-estradiolem a uszkodzeniami DNA, co wskazuje na ochronne dziala-
nie tego hormonu. Jest to o tyle interesujace, Ze dane epidemiologiczne wskazuja, ze
wczesna cigza (ponizej 20 roku zycia) obniza ryzyko zachorowania na nowotwory
piersi (Baeyens, 2005). Sadzi sie, Ze wczesne zroznicowanie komorek nabtonkowych
kanalikow mlecznych, czyni je mniej wrazliwymi na pozniejsza ekspozycje na czynni-
ki sprzyjajace transformacji nowotworowej (Mitrunen, Hirvonen, 2003). Na modelach
zwierzecych, pokazano, ze krotkotrwata ekspozycja na fizjologiczne dawki progeste-
ronu i 17B-estradiolu podnosi stabilno$¢ genetyczna komoérek gruczotu sutkowego,
natomiast hormony te podawane oddzielnie, nie wywoluja efektu ochronnego (Tu,
2005). Niedobor estrogenow spowodowany usunieciem jajnikow wigze sie z induk-
cja stresu oksydacyjnego w wielu tkankach zwierzat laboratoryjnych. Stwierdzono,
iz podanie 173-estradiolu i/lub katecholowych estrogenéw (2- i 4-hydroksyestradiol)
przeciwdziata skutkom stresu tlenowego w erytrocytach i osoczu po resekeji jajni-
kow, rowniez po podaniu toksyn indukujgcych stres oksydacyjny (Munoz-Castaneda,
2006). Wykazano ochronne dziatanie 17f3-estradiolu przeciw skutkom stresu tleno-
wego na stabilno$¢ genetyczna komorek siatkéwki poprzez oddziatywanie na dro-
dze pozagenomowej (Bucolo, Drago, 2007). Ponadto stwierdzono, iz 17f-estradiol
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administrowany in vitro chroni neurony myszy przed uszkadzajagcym wptywem H,O,
(Cao, 2003). 17B-estradiolu chroni LDL przed utlenieniem i cytotoksycznym wply-
wem utlenionych LDL na komdrki tozyska w odréznieniu od progesteronu, ktéry, jak
stwierdzono, promuje te efekty (Zhu, 1997).

W czasie cigzy to prawdopodobnie estrogeny, jako jedyne steroidy, pelnig funkcje
przeciwutleniajaca (Reyes, 2006), jednak doniesienia z zastosowaniem bardzo wyso-
kich stezen 17pB-estradiolu (10 uM) in vitro wymagaly weryfikacji w badaniach in vivo.
Wiszystkie te obserwacje wskazujg, Ze metabolizm hormondw plciowych ogrywa istotna
role w poziomie stresu oksydacyjnego w organizmie. Zwlaszcza jest to istotne w okre-
sie cigzy. Status estrogenowy w czasie cigzy wplywa zaréwno na organizm plodu jak
i organizm matki. Podczas metabolizmu 17p-estradiolu s3g bowiem generowane wolne
rodniki i reaktywne formy tlenu zdolne do uszkadzania struktur komoérkowych oraz
materialu genetycznego czyniac z 17B-estradiolu czynnik potencjalnie kancerogenny.
Potwierdzaja to eksperymenty prowadzone in vitro a takze badania epidemiologiczne
(Kobiela, 2007; Yager, 2000). Najwigksza role w kancerogenezie odgrywaja zdolnosci
17B-estradiolu do stymulacji proliferacji komorek, poniewaz podczas podzialéw do-
chodzi do utrwalania uszkodzen w postaci mutacji wywotanych dziataniem katecholo-
wych pochodnych estradiolu (Roy, 2007).

Zaobserwowana ochronna rola estrogenu na DNA limfocytéw, wyrazona ujemna
korelacja pomiedzy stezeniem 17p-estradiolu, zdaje si¢ wynika¢ nie tylko z ich wtasno-
$ci antyoksydacyjnych, ale takze z roli, jakg odgrywa on we wczesnym réznicowaniu
komdrek gruczoléw piersiowych, czy zablokowania proliferacji tych komdrek przez in-
dukeje ekspresji p53 (Sivaraman, 2001). Ta zdolnos¢ do zmiatania wolnych rodnikéw
najlepiej ilustruje zahamowanie proceséw peroksydacji lipidéw w obecnosci estroge-
noéw, co wydaje sie mie¢ szczegdlne znaczenie dla rozwijajacego sie centralnego ukladu
nerwowego plodu (Reyes, 2006). Jest to o tyle istotne, ze w okresie ciazy, stanie fizjolo-
gicznym o duzym zapotrzebowaniu metabolicznym, indukowany jest stres oksydacyjny.
Réwnowaga oksydacyjna wydaje si¢ by¢ zapewniona dzieki silnym wlasnosciom prze-
ciwutleniajgcym estrogenu.

Ochronna rola estrogenu wyjasniania jest takze przez wyniki badan wskazujace, ze
podniesienie stezenia estrogenow powoduje wzrost antyoksydacyjnej sily osocza (De-
libasi, 2006). Te przeciwutleniajace wlasnosci 17p-estradiolu i progesteronu obecnych
w osoczu zostaly takze potwierdzone przez wielu innych autoréw (Widyarini, 2006,
Reyes, 2006).

Metoda analizy $ciezkowej umozliwita nie tylko na okreslenie sity wplywow zmien-
nych egzogenicznych na sredni poziom uszkodzert DNA, ale réwniez na okreslenie pro-
porgcji tych oddziatywan. Proporcje mozna bylo okresli¢ dzigki postugiwaniu sie stan-
daryzowanymi zmiennymi, charakteryzujacymi si¢ brakiem jednostek miary (ré6znych
dla rozwazanych zmiennych) oraz jednorodnymi wielko$ciami $rednich i wariancji.
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Ustalono takze hierarchi¢ wplywow metabolitéw posrednich (zmienne niezalezne) na
kolejno analizowane uszkodzenia DNA (zmienne endogeniczne). Dzigki zastosowaniu
tej metody, mozliwe tez bylo uzyskanie wiedzy o sposobie tych oddzialywan, dzieki
ich rozdzieleniu na oddziatywania bezpo$rednie oraz posrednie. Wyznaczenie wspot-
czynnikow korelacji czastkowych pozwolito na okreslenie oddzialywan bezposrednich,
reperezentowanych przez wielkos¢ wspolczynnikow $ciezkowych. Wplywy posrednie
na zmienng zalezng, realizowane poprzez skorelowanie z pozostalymi zmiennymi nie-
zaleznymi, byly réznicg miedzy wspdlczynnikiem korelacji Pearsona a warto$cig wspot-
czynnkia czastkowego. Dzieki temu mozna bylo uzyska¢ informacje o wielkosciach
procentowych udziatéw oddzialywan posrednich, realizowanych przez dang zmienna
egzogeniczng poprzez pozostale zmienne niezalezne. Staly sie dodatkowym Zrédltem
danych dla przeprowadzonych analiz statystycznych.
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