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Streszczenie

Wiedza na temat szkodliwoéci zwiazkéw chemicznych zawartych we wdychanym powietrzu a tak-
ze innych ksenobiotykéw srodowiskowych jest coraz szersza. Skutkuje to wprowadzeniem regulacji
prawnych wymuszajacych ograniczanie emisji zanieczyszczen do srodowiska. Szkodliwos¢ zdrowotng
zanieczyszczen potwierdzajg zardwno badania epidemiologiczne, jak i badania laboratoryjne. Bardzo
czesto konsekwencje tego wplywu obserwujemy dopiero po latach. Najlepszym tego przykladem jest
wzrost ryzyka choréb drég oddechowych, bedacych bezposrednim efektem narazenia na wysokie ste-
zenia zanieczyszczen w powietrzu, ale takze choréb chronicznych, ktorych ryzyko wydaje si¢ odzwier-
ciedla¢ wplyw srodowiska w okresie plodowym. Do niedawna gléwnym obszarem badan byta ocena
wielkosci tego ryzyka na podstawie statystycznych analiz zaleznosci przyczynowo-skutkowych. Szybki
rozwdj biologii molekularnej spowodowal, ze skoncentrowano si¢ takze na zmianach, jakie zanie-
czyszczenia indukujg w szlakach metabolicznych i procesach sygnalizacyjnych w komorce. Pozwolito
to dostrzec nie tylko negatywne skutki zanieczyszczen, ale takze pewne korzystne efekty wynikaja-
ce z uruchomienia przez organizm proceséw adaptacyjnych. Najwiecej uwagi poswieca sie interakeji
miedzy receptorami aktywowanymi przez zanieczyszczenia srodowiska (AhR), a receptorami estroge-
nowymi (ER) i skutkom, jakie ta ,,rozmowa receptoréw” (ang. cross-talk) wywotuje w ekspresji genow
docelowych dla tych receptoréw. Zanieczyszczenia srodowiska moga wywolywac¢ zmiany w ekspresji
gendw zaburzajagc mechanizm dziedziczenia pozagenowego, zwanego dziedziczeniem epigenetycz-
nym. Zmiany te - jesli wystapia w bardzo wczesnym okresie zycia ptodowego — moga utrzymywac
si¢ w kolejnych pokoleniach, dzigki nosnikom pamieci genetycznej, jaka jest np. metylacja DNA.
W zaleznosci od tego, w ktérych genach dochodzi do wyciszenia ekspresji, zjawisko to moze wptywaé
na biologiczne funkcje organizmu, zwiekszajac przystosowanie do zmieniajacego si¢ sSrodowiska, ale
moze takze zwigksza¢ wrazliwo$¢ na rozwdj choréb chronicznych w zyciu dorostym, ustanawiajac
pewien wzor ekspresji genéw na etapie rozwoju zarodkowego.

Stowa kluczowe: zanieczyszczenia srodowiska, weglowodorowy receptor arylowy, AhR,
receptor estrogenowy, ER, procesy epigenetyczne, metylacia DNA
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ER - AhR “receptor cross-talk” and epigenetic memory. Adaptive
mechanism vs. the increase in toxicity of environmental pollutants

Abstract:

Knowledge of the harmful effect of air pollution and other environmental xenobiotics is getting broad-
er. This leads to the introduction of mandatory legal regulations limiting the emission of pollutants
into the environment. Health harmfulness of pollution is confirmed by both epidemiological and labo-
ratory studies. The consequences of this harmful effect is not only observed almost immediately after
the exposure but also after many years. The best example is an increase in the risk of respiratory symp-
toms which constitute a direct effect of the exposure to high concentration of air pollutants. Chronic
conditions occure in adult life can also be caused by the exposure experience during the fetal growth
or perinatal period. Until recently, the main area of study was to assess the magnitude of this risk by
using statistical analysis. The rapid development of molecular biology allows to focus on the changes
that environmental pollution induces in the metabolic pathways and signaling processes in the cell.
Therefore, it become possibles to see not only the harmful effects of pollution, but also certain benefi-
cial effects resulting from the induction of adaptive processes in the body. Most attention is paid to the
interaction between the receptors activated by environmental pollution (AhR) and estrogen receptors
(ER). The effects of this ,,cross-talk” between receptors influence the expression of their target genes.
Environmental exposure can also influence the gene expression profile due to epigenetic mechanism.
These changes if they occur very early in fetal life, may persist in subsequent generations through
genetic memory kept by the DNA methylation pattern. This phenomenon can affect the biological
functions by increasing adaptation to the environment fluctuation or enhancing susceptibility to the
development of chronic diseases in adult life.

Key words: environment al pollution, aryl hydrocarbon receptor, AhR, estrogen receptor, ER,
epigenetic processes, DNA methylation

Wprowadzenie

Mechanizmy odpowiedzialne za zaburzenia rozwoju plodu, wyrazajace si¢ spad-
kiem masy urodzeniowej sa przedmiotem badan tak endokrynologéw, immunologéw,
bromatologéw, jak i toksykologéw. Ci ostatni analizuja zmiany, jakie zanieczyszczenia
srodowiska wprowadzajg w szlaki metaboliczne. Zainteresowanie wielu osrodkéw na-
ukowych budzi zjawisko interakcji, w jakie wchodza zwigzki zanieczyszczajace Srodowi-
sko, w tym wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA), czy polichlorowane
bifenyle (PCB), czy dibenzodioksyny ze szlakami metabolicznymi hormondéw plcio-
wych (Beischlag & Perdew, 2005; DuSell et al., 2010; Matthews & Gustafsson, 2006).
Zanieczyszczenia te, zwane takze ksenobiotykami wystepuja w srodowisku od milio-
noéw lat, chociaz ich stezenie w zwigzku z rozwojem przemystu czy rosngcym steze-
niem spalin samochodowych w ostatnich 100 latach znacznie wzrosto. Ich szkodliwos¢
wymusita w organizmach rozwdj coraz skuteczniejszych mechanizméw adaptacyjnych,
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a ewolucyjne mechanizmy najskuteczniejszego ich usuwania sg strategia organizmow
doskonalong przez pokolenia (Gerber et al., 1999). O mechanizmach tych wiemy jed-
nak ciagle zbyt mato.

Monitorowanie obecnosci takich zanieczyszczen oraz uruchomienie ich meta-
bolizowania wymaga istnienia struktur komoérkowych, ktére potrafilyby je ziden-
tyfikowa¢, ale takze sygnalizowaly zagrozenia do uktadu odpowiedzialnego za roz-
mnazanie. Im wigksza zdolno$¢ adaptacyjna organizmu, tym lepsze dostosowanie
do warunkéw panujacych w §rodowisku, sprzyjajace pozostawieniu wiekszej liczby
potomstwa. Przezycie i rozmnazanie sg bowiem priorytetem ewolucyjnym. Zanie-
czyszczenia zagrazajace prawidlowemu rozwojowi plodu stanowig presje selekcyjna,
w skrajnych przypadkach prowadzac do spontanicznych poronien, uposledzajac zdol-
nosci reprodukcyjne. Podobnie, jak podczas monitorowania metabolicznych zmian
w $rodowisku endogennym, za monitorowanie i sygnalizacje srodowiska zewnetrz-
nego odpowiadaja receptory. To one laczac sie z ksenobiotykiem uruchamiajg caly
proces metaboliczny majacy chroni¢ komorki, tkanki, organy i w koficu zapewnic¢ ca-
femu organizmowi optymalne funkcjonowanie. Szczegélne znaczenie ma to podczas
rozwoju ptodu (Gluckman et al., 2007).

Niesprzyjajace optymalnemu rozwojowi plodu $rodowisko wptywa na niska mase
urodzeniowy, ktora najczesciej jest jedynie zapowiedzig zwiekszonego ryzyka rozwoju
choréb chronicznych w pézniejszym wieku (rozdzial Merklinger i Kapiszewska). Za-
leznos¢ taka moze oznaczad, ze interakcja pomiedzy gospodarka hormonalng — zapew-
niajacg prawidlowy rozwoj ptodu, a metabolizmem ksenobiotykéw wptywa na zmiany
fenotypu w wyniku na przyklad aktywacji badz wyciszeniu genéw docelowych. Obydwa
szlaki metaboliczne aktywowane sg poprzez przylaczanie czasteczki sygnatowej do re-
ceptora, ktory w ten sposob ulega aktywacji. Wspolzalezno$¢ pomiedzy szlakami meta-
bolicznymi aktywowanymi przez przylaczenie si¢ ksenobiotyku do receptora AhR, badz
17p-estradiolu (E2) do receptora ER, zwana takze ,,rozmowg receptoréw” lub transak-
tywacja, moze catkowicie zmieni¢ szlak transdukeji sygnatu, prowadzac do trudnych do
przewidzenia konsekwencji. Na podstawie obserwacji, ze aktywowany AhR prowadzi
do degradacji ER, tym samym hamujac transkrypcje ER-zaleznych genéw, opracowuje
sie nowe strategie w leczeniu nowotwordw piersi.

Innym mechanizmem modulujacym ekspresje gendéw i odgrywajacym wazna role
w prawidtowym rozwoju plodu, a takze w kondycji zdrowotnej w zyciu dorostym sa
cyklicznie wystepujace zmiany w metylacji DNA. Metylacja DNA determinuje dziedzi-
czenie pozagenowe, nazywane epigenetycznym, a takze wspoétuczestniczy w procesach
adaptacyjnych, wymuszanych przez zmiany w srodowisku. Zaburzenia w jej przebiegu
moga takze by¢ przyczyng wzrostu ryzyka rozwoju estrogenozaleznych nowotwordw
piersi. Badania z ostatnich lat wskazuja na udzial epigenetycznej regulacji w ekspresji
ERa-zaleznych gendéw (DuSell et al., 2010; Leu et al., 2004).
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Szczegolnie zmiany w profilu metylacji DNA w promotorowych obszarach bogatych
w CpG, modyfikujgc strukture chromatyny, a tym samym blokujac dostep czynnikom
transkrypcyjnym, wyciszajg transkrypcje genow. Wyniki badan prowadzonych w mia-
stach o duzym natezeniu ruchu ulicznego wskazujg, ze za zmiany w metylacji DNA
moze by¢ odpowiedzialna zmiana w puli dostepnych grup metylowych (Baccarelli et
al., 2009) sugerujac, ze podawanie kwasu foliowego moze przeciwdziala¢ szkodliwym
skutkom zanieczyszczen $rodowiskowych.

W obydwu mechanizmach, na ktdrych przebieg wplyw maja czynniki $rodowisko-
we, zmiany w ekspresji genow beda decydowaly tak o bezposredniej, jak i o odlegtej
czasowo odpowiedzi organizmu, determinujac jego kondycje zdrowotng i kondycje ko-
lejnego pokolenia, jesli do narazenia na zanieczyszczenia doszlo w okresie zycia ptodo-
wego.

Udzial receptorow AhR i ER w metabolizmie ksenobiotykow
i 17B-estradiolu

Podobienstwo w strukturze chemicznej dioksyn (TCDD), nalezacych do endo-
krynnych $rodowiskowych zwiazkéw rozprzegajacych (ang. endocrine - disrupting
chemicals EDC), czy WWA do struktury hormonéw sterydowych - powoduje, ze
odgrywaja one role w zaburzeniach funkcji uktadu rozrodczego, ptodnosci, a takze
wplywa na wzrost ryzyka zachorowania na nowotwory tego ukladu (Abbott et al.,
1999). WWA stanowig jeden z najczesciej badanych zanieczyszczen srodowiska jako
sktadnik pyléw (ang. particulate matter; PM) i generowane sg przez spaliny samo-
chodowe, dym papierosowy i wszedzie tam, gdzie dochodzi do niecatkowitego spa-
lania wszystkich weglowodoréw. Zawieraja one ponad 200 zwigzkéw o réznej tok-
sycznosci, z ktorych benzo[a]piren jest silnym kancerogenem, majacym zdolnosci
przenikania przez tozysko, bedac tym samym ogromnym zagrozeniem dla rozwoju
plodu (Mayhew, 2009; Veras et al., 2008). Wigkszo$¢ tych hydrofobowych zwiazkéw
po dyfuzji przez blone komorkows ulega utlenieniu w komorce, stajac sie zwigzkami
hydrofilnymi, znacznie tatwiejszymi do wydalenia z organizmu. Ten szlak metabo-
liczny uruchamiany jest dzigki przytaczeniu si¢ ksenobiotykéw do AhR nalezacego do
klasy receptoréw jadrowych, podobnie jak receptory estrogenowe (ER) (Matthews &
Gustafsson, 2006). Ksenobiotyki zatem pelnig role liganda, czasteczek sygnatowych,
ktore aktywujac receptor czynig go czynnikiem transkrypcyjnym, aktywujacym eks-
presje gendéw docelowych po wigzaniu sie receptora do specyficznej sekwencji DNA,
XRE (ang. xenobiotic response element), znajdujacej sie czgsto w promotorowym ob-
szarze genow odpowiedzialnych za produkcje enzyméw metabolizujacych ksenobio-
tyki z rodziny cytochromoéw P450.
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Receptor AhR, kodowany przez gen z superrodziny bHLH-PAS, noszacy takze nazwe
»receptora dioksyn” czy ,,receptora weglowodoréw aromatycznych” nalezy do najlepiej
poznanych i rbwnoczesnie najstarszych ewolucyjnie biatek obecnych juz u wezesnych
bezkregowcédw (Hahn et al., 2009). U bezkregowcdw, w przeciwienstwie do kregowcow,
receptor ten nie wigze dioksyn i zwigzkéw o podobnej strukturze chemicznej. Moze to
wskazywac, ze jego adaptacyjna rola jest ewolucyjng innowacjg w stosunku do pier-
wotnej roli, jaka wydaje si¢ odgrywal w rozwoju na przykltad sensorycznych struktur,
neurondw czy w utrzymaniu homeostazy organizmu (Hahn, 2002; Hahn et al., 2006).
U ssakow gen AhR, kodujacy receptor, ma kluczowa role w rozwoju, reprodukgji i funk-
¢ji immunologicznej (Baba et al.,, 2005). Bierze on takze udzial w regulacji produk-
cji estradiolu w jajnikach poprzez regulacje transkrypcji genu CYP19 . Ekspresje genu
CYP19 indukujg ksenobiotyki, takie jak 7,2-dimetylobenzeno[a]antracen (DMBA) czy
TCDD aktywujac AhR, co z kolei prowadzi do nieplanowanej syntezy E2. Przylacze-
nie liganda (np. dioksyn lub WWA) do receptora AhR wymusza odlgczenie zasocjowa-
nych z nim biatek opiekunczych typu HSP90 (HSP90 chaperon) oraz biatka fuzyjnego
XAP2 (XAP2 fusin protein), blokujacych sygnal lokalizacji jadrowej uniemozliwiajac
jego przeniesienie do jadra. Nastepnie zaktywowany receptor wigze sie z jadrowym bial-
kiem translokujacym, ARNT (ang. AHRNT - nuclear translocator) i wedruje do jadra.
Kompleks AhR/ARNT staje si¢ funkcjonalnym czynnikiem transkrypcyjnym, ktéry
rozpoznaje w DNA specyficzne motywy sekwencji XRE znajdujace si¢ w wielu genach,
na przyklad w promotorowym regionie genéw cytochromu P450, CYP1A1l i CYP1BI,
kodujacych enzymy hydroksylacji WWA, ale takze w obrebie promotorowego regionu
genu E2. Przylaczenie do tej specyficznej sekwencji uruchamia sygnal do rozpoczecia
transkrypcji tych gendw, a takze transkrypcji wielu innych genéw zaleznych od AhR.
Aktywacja takiej transkrypcji moze odbywac si¢ zaréwno poprzez aktywacje promo-
tora, jak i poprzez oddziatywania bialko-biatko czy biatko-DNA. Oddzialywania te
oparte s3 na wspoéldziataniu z biatkami koaktywatorowymi, korepresorowymi; duza
role moga w nich odgrywac¢ takze zmiany struktury DNA, takie jak na przykiad mety-
lacja. Regulacja aktywnosci AhR odbywa si¢ poprzez jego degradacje w proteosomach
po wyekportowaniu go wraz z ligandem do cytoplazmy. Regulacja zachodzi rowniez
w wyniku przylaczenia represorowego biatka AHRR (ang. AHR repressor), co dowodzi,
ze AHRR ogranicza aktywnos¢ AhR podczas nieobecnosci ksenobiotykow. W pewnych
warunkach konstytutywnie aktywny AHR, hamujac transkrypcje AHRR, moze dopro-
wadzi¢ do niekontrolowanej aktywnoséci AHR, co z kolei moze zwigkszy¢ ryzyko roz-
woju nowotworéw w wyniku zwiekszenia stezenia toksycznych produktéw posrednich
metabolizmu ksenobiotykéw (Hahn et al., 2009).

Dzialanie estrogenu - podobnie jak dzialanie WWA - zalezne jest od zwigzania si¢
z receptorami jadrowymi, kodowanymi przez niezalezne geny ERa i ERP; tak uaktyw-
nione receptory wiaza si¢ do specyficznych sekwencji elementu odpowiedzi na estrogeny
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(ERE, ang. estrogen response element) obecnych w genach docelowych, uruchamiajac
ich ekspresje, badz wigzac si¢ do bialek, takich jak AP-1i SP-1. Zablokowanie tych czyn-
nikéw transkrypcyjnych skutkuje zahamowaniem szlaku sygnalizacyjnego estrogenu,
co czgsto wykorzystywane jest w terapii hormonozaleznych nowotwordw piersi. Zwykle
jednak po krétkim czasie nowotwory staja si¢ oporne na to blokujace dziatanie lekow.
Mechanizm tej opornosci jest dos¢ zlozony, ale jednym z czynnikéw moze by¢ epigene-
tyczne wyciszanie genéw (Russo & Russo, 2004).

Zwiazki zanieczyszczajace Srodowisko zwykle dziatajg jak agonisci receptora AhR,
wykazujac czesto antyestrogenne dziatanie, hamujac ekspresje genow ER-zaleznych.
Najczesciej skutkuje to wzrostem metabolizmu E2. Mogg one takze wykazywaé dzia-
tanie estrogenopodobne. Wtedy zaktywowany receptor wchodzi w interakcje z nie-
zwigzanym ERa (Ohtake et al., 2003). Ich obecnos¢ jest najbardziej niebezpieczna
w okresie prenatalnym i wczesnym postnatalnym, poniewaz zwiazki te indukujg cy-
tochrom P 4501A1 (CYP1A1), uwazany za biomarker zaburzen rozwojowych. Me-
tabolity, w ktérych powstawaniu po$rednicza te cytochromy nie tylko s3 zwigzkami
bardzo reaktywnymi i moga indukowa¢ uszkodzenia w DNA, ale tez — tworzac kom-
pleks z AhR - prowadzi¢ do zaktécenn w gospodarce estrogenowej. Przykladem ich
szkodliwego dziatania w tym okresie zycia sg efekty do jakich doprowadzito masowe
spozycie skazonego dioksynami i PCB ryzu na Tajwanie. W tozysku kobiet obserwo-
wano 100-krotny wzrost aktywnosci CYP1A1, skrocenie czasu cigzy i zmniejszenie
wagi urodzeniowej noworodkéw (Boden et al., 1995; Huel et al., 1992; Manchester &
Jacoby, 1981; Pereg et al., 2001).

W warunkach laboratoryjnych pokazano takze, ze ekspozycja szczuréw na TCDD
powoduje spadek stezenia estrogenu u cigzarnych, natomiast jego wzrost w pierwszym
pokoleniu ptodéw samic prowadzi do bezplodnosci. Sadzi sie, ze wskutek taczenia kse-
nobiotyku z AhR dochodzi do zmniejszenia liczby receptoréw estrogenowych ER u plo-
dow i kompensacyjnego wzrostu produkcji E2 spowodowanego zaburzeniami w ukla-
dzie regulujacym o$ podwzgorze—przysadka-gonady w okresie prenatalnym, podczas
réznicowania ukladu rozrodczego.

Poziom ekspresji gendw CYP1A1l i CYP1BI1, niezaleznie od zaktywowanego AHR
moze rowniez regulowac E2, gdyz w obrebie promotora tych genéw, oprocz XRE, geny
te majg takze element odpowiedzi na estrogeny ERE (ang. estrogen response element).
E2, ta najbardziej biologicznie aktywna forma estrogenu, staje si¢ takze substratem dla
enzymow I fazy metabolizmu kodowanych przez geny CYP1A1 i CYP1B1. Utlenienie
E2 prowadzi do powstania aktywnych 2 i 4-hydroksykatecholi. W kolejnych reakcjach te
hydroksylowe pochodne moga by¢ przeksztalcane do reaktywnych chinonéw i semichi-
nonodw, a reakcja ta katalizowana jest gtéwnie przez CYP1B1. Ich wzajemna interakcja
prowadzi takze do powstania reaktywnych form tlenu. Nie tylko E2, ale i posredni me-
tabolit 4-hydroksykatecholoestrogen jako ligand ER, inicjujac zmiany profilu ekspresji
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szeregu genow stymulujacych proliferacje komoérek wptywa na ich réznicowanie (Russo
et al., 2003; Russo et al., 2002).

Zaréwno obecno$¢ reaktywnych metabolitow estrogendw, jak i ta wspoélzalezno$é
metaboliczna - wynikajaca z ,,rozmowy receptoréw” — moze prowadzi¢ do uszkodzen
DNA poprzez tworzenie tak adduktéw, jak i peknie¢ nici DNA, przekraczajacych zdol-
no$¢ naprawczg komorek.

»Rozmowa receptorow” AhR i ER, czyli Iaczenie sie szlakéw sygnalowych

Do interakcji miedzy zaktywowanym receptorem, a receptorem, dla ktdrego specy-
ficzny ligand jest nieobecny moze dojs$¢ przede wszystkim wtedy, gdy wewnatrzkomor-
kowe szlaki transdukcji sygnalu nie sg calkowicie niezalezne. Rezultatem tej interakeji
jest ekspresja genow docelowych dla receptora ,,bezligandowego” Oznacza to takze, ze
zahamowanie jednego z tych szlakéw usuwane jest przez sygnaly, ktére pochodza z po-
krewnych czesci szlakow nalezacych do drugiego receptora. Zjawisko takiej komunikacji
miedzy receptorami obserwuje si¢ w szlakach sygnalowych uaktywnianych za sprawg es-
trogenéw i ksenobiotykdw (Caruso et al., 1999; Matthews & Gustafsson, 2006). Nieobec-
nos¢ jednego z ligandéw — na przyklad E2 - nie musi oznacza¢ braku transkrypcji genoéw
docelowych dla E2, moze ona by¢ uruchamiana takze, w pewnych okolicznosciach, obec-
noscig ksenobiotyku. Jest to niezwykle istotne zwazywszy, ze sa to geny odpowiedzial-
ne za rozwoj, przezywalno$¢, proliferacje czy migracje komorek. Zaaktywowany AhR
moze takze aktywowa¢ ERa pozatranskrypcyjnie, stymulujac szereg kinaz biatkowych,
ktore fosforylujac ten receptor uruchamiajg jego estrogenny efekt, nawet w nieobecnosci
E2. AhR, niezaleznie od aktywacji transkrypcji genow odpowiedzialnych za metabolizm
ksenobiotykéw, ma takze wplyw na zenski uklad reprodukcyjny, gtéwnie jajniki i oocyty.
Swiadczg o tym zaburzenia w owulacji, zmiany w reprodukcji, problemy z utrzymaniem
ciagzy, a takze spadek kondycji miotu znokautowanych myszy, niezaleznie od zmian, ktdre
obserwowane s3 w watrobie, ukladzie immunologicznym, sercu i innych organach, kto-
rych pozbawiono genu kodujacego receptor AhR - (Hombach-Klonisch et al., 2005; Po-
car et al., 2005; Ryan et al., 2007).

Wszystkie te obserwacje oraz fakt, ze WWA, jako agonista AhR moze wptywaé na
szlaki sygnalizacji ER, zmieniajgc transkrypcje ER-zaleznych genoéw, a takze, ze ligand
ten moze dziata¢ jak antagonista w zaleznosci od obecnosci estrogendw, zintensyfikowa-
ty badania nad wzajemng interakcja miedzy obydwoma receptorami. Ten typ interakcji
nazwano ,,rozmowa receptoréw”. Jednym z pierwszych dowodow na takg wzajemnag za-
lezno$¢ bylo pokazanie, ze dlugotrwala ekspozycja (2 lata) na TCDD szczuréw Spraque
Dawley spowodowato spadek liczby zachorowan na nowotwory gruczolu piersiowego
tylko wérdd samic (Kociba et al., 1978).
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Fakt ten zostal potwierdzony przez spadek indukowanych DMBA guzéw sutka
w obecnosci TCDD (Holcomb & Safe, 1994). Do wyjasnienia tych obserwacji doszto
wiele lat pdzniej, kiedy pokazano, ze aktywacja AhR przez TCDD wywoluje spadek
ekspresji genéw docelowych dla E2 (Safe & Wormke, 2003). W obecnosci E2, AhR ak-
tywowany przez TCDD rekrutuje ERa do regulowanych przez AhR genéw, CYP1Al
i CYP1B1(Matthews et al., 2005). Ta rekrutacja zwigzana jest z bezpo$rednim oddzia-
tywaniem typu biatko/biatko, miedzy obydwoma receptorami (Ohtake, et al., 2003).
TCDD indukuje takze AhR-zalezng degradacje ER poprzez aktywacje proteosomow.
Sugeruje to, Zze AhR reguluje poziom biatka ER, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do
zmienionej regulacji odpowiedzi estrogenowej (Matthews et al., 2005).

Mechanizm opisanych zjawisk nie zostal jeszcze catkowicie wyjasniony chociaz
prowadzone sg badania nad zwigzkami nietoksycznymi aktywujacymi AhR, ktére mo-
glyby by¢ zastosowane w chemioterapii nowotwordw piersi. Jason Matthews i Jan-Ake
Gultafsson (Matthews & Gustafsson, 2006) podsumowujac dotychczasowe obserwacje
prowadzone w wielu laboratoriach na §wiecie (Ohtake et al., 2003) (Beischlag & Pardev,
2005) zaproponowali kilka mozliwych mechanizméw, ktére moga by¢ odpowiedzial-
ne za ,rozmowe receptorow” oraz zaklécenia w szlakach sygnalizacyjnych AhR i ER.
Zgodnie z ich propozycja AhR hamuje aktywnos¢ ER:

1) bezposrednio wskutek wigzania si¢ powstalego kompleksu AhR/ARNT do inhi-
bitorowego XRE (iXRE) obecnego w docelowych genach dla ER;

2) deaktywujac wspdlne dla obydwu receptoréw koaktywatory (takze ARNT);

3) indukujac syntez¢ nieznanych inhibitorowych biatek;

4) powodujac wzrost proteosomowej degradacji ER;

5) zmieniajac syntez¢/metabolizm estrogenu poprzez wzrost ekspresji aromatazy,
a takze ekspresje cytochromu P450 1A1i 1B1 (Ryc. 1).

Zjawisko wzajemnej interakcji komplikuje ostatnio odkryty fakt, ze zmiany w AhR-
zaleznej transkrypcji gendéw sg nie tylko ligandowo- i promotorowo-specyficzne, ale
takze zalezg od podtypu ER (ERa i ERP), a ERP ma dziatanie antagonistyczne na sygna-
lizacje zalezna od ERa (Wihlen et al., 2009). WWA moze wigzac si¢ z ERa, a powstajacy
kompleks AhR/ERa indukuje transkrypcje genéw zaleznych od E2. W tym przypadku
AR pelni role koregulatora (Ohtake et al., 2003).

Whioski z prezentowanych badan nie sg jednak uniwersalne i wyniki zalezg tak od
typu $rodowiskowego liganda i jego antyestrogenowego czy proestrogenowego dziata-
nia, od zastosowanej do badan linii komoérkowej oraz od obecnosci niezwigzanego re-
ceptora estrogenowego.
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Ryc. 1. Szlaki sygnalizacji ,,Rozmowa receptoréw” miedzy AhR i ER powoduje: 1) za-
hamowanie aktywnosci ER poprzez wigzanie heterodimeru AhR/ARNT do iXRE; 2)
wzrost degradacji ER przez proteosomy; 3) zmiany w systemie ER dzieki aktywacji CYP
aromatazy; 4) zmiany w metabolizmie przez wzrost ekspresji cytochromu P450 1A1
i 1B1 dzigki przytaczeniu heterodimeru AhR/ARNT do sekwencji XRE (zmodyfikowa-
ny rysunek z Matthews & Gustafsson, 2006)

Toksyczne skutki wywotane powstajgcymi produktami reakcji z udzialem en-
zyméw indukowanych transkrypcja genéw CYP1A1l i CYP1BI mozna ograniczyc,
badz nawet im zapobiec, sprzegajac je z niskoczasteczkowymi zwigzkami, takimi jak
np. grupy siarczanowe czy na przyklad metylowe. Reakcje te wymagaja obecnosci
aktywnych enzymoéw fazy II detoksykacji, z grupy transferaz na przyklad katecholo-
metylotransferazy (COMT). Enzym ten ma istotne znaczenie w utrzymaniu poziomu
S-adenozylometioniny (SAM), bedacej donorem grup metylowych niezbednych do
metylacji DNA przy udziale enzyméw metylotranferaz DNA (DNMT). Natomiast me-
tylacja DNA ma znaczenie w dziedziczeniu epigenetycznym, czyli pozagenowym, decy-
dujac o wlaczaniu, badz wylaczaniu catych zespoléw gendw. Oznacza to, ze aktywnos¢
tych enzymow, a takze dostepnosé¢ grup metylowych moze decydowac o ekspresji wielu
zespolow genowych. Takze aktywnos¢ CYP1A1 i CYP1BI jest zalezna od metylacji pro-
motora kodujacych je genéw. Jesli zaraz po urodzeniu szczurom podano PCB, to wysta-
pit nie tylko wzrost ekspresji i aktywnos$ci CYP1AL1 i 1B1, ale takze spadek aktywnosci
COMT z réwnoczesnym spadkiem poziomu DNMT1 mRNA (Desaulniers et al., 2005).
Mozna sadzi¢, ze zmiany te beda przekladaly sie na spadek metylacji DNA, czesto ob-
serwowany w réznych genach komorek rakowych.
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Dotychczas zebrane rezultaty wskazuja, ze komunikacja miedzy receptorami AhR
i ER, niezaleznie od odrebnej roli, jaka pelnig w fizjologii komoérek, czyni je wspétza-
leznymi i wspolodpowiedzialnymi za fenotypowe efekty. Aktywacja AhR musi wply-
na¢ na aktywacje ER, zmieniajac metabolizm E2. Moze to mie¢ szczegdlne znaczenie
w metabolizmie katecholowych estrogendéw, produktéw powstajacych podczas usuwa-
nia E2, a ktorych powstawanie jest zalezne do aktywnosci genéw CYP1A1 i CYPIBI,
tych samych, w ktérych promotorowym obszarze znajduje si¢ XRE. Mozna zatem sg3-
dzi¢, ze aktywacja AhR przez zanieczyszczenie srodowiska, bedzie podnosita poziom
potencjalnie kancerogennego katecholu, jakim jest 4-OH E2, zwiekszajac ryzyko tak
inicjacji, jak i promocji nowotwordw.

Niedawno zwrdcono uwage na aktywacje AhR przez metabolity tamoksifenu,
leku z grupy selektywnych modulatoréw ER, szeroko stosowanego w terapii, ale takze
w prewencji nowotwordw piersi. Pokazano, Ze jeden z jego metabolitow, 4-hydrok-
sytamoksifen moze indukowaé ekspresje genéw docelowych dla AhR (DuSell et al.,
2010).

Zanieczyszczenia powietrza a zmiany w metylacji DNA

Jednym z niezwykle istotnych mechanizméw kontrolujacych transkrypcje genéw, na
ktory wplyw ma zanieczyszczenie powietrza, a rownocze$nie modyfikujacym sygnalizacje
ER jest poziom metylacji DNA w obrebie regionéw promotorowych genéw w dinukleoty-
dowych sekwencjach CpG (Baccarelli & Bollati, 2009; Baccarelli et al., 2009). Metylacja
DNA, zmieniajac dostepno$¢ czynnikow transkrypcyjnych, koaktywatoréw, ale takze re-
presoréw do promotoréw gendw, czyni je niezdolnymi do transkrypcji, badz ja aktywuje.
Im wyzszy stopien metylacji DNA w sekwencji promotora, tym stabsza ekspresja danego
genu. Zmiany w metylacji DNA sg znacznie czgstsze od zmian mutacyjnych, a rownocze-
$nie profile metylacji sg dziedziczone w kolejnych pokoleniach. Metylacja jest wiec do-
datkowa, do tej wyznaczonej sekwencja nukleotydow, instrukcja genetyczng decydujaca
o prawidlowym lub patologicznym funkcjonowaniu komérek. Za te tzw. epigenetyczne
zmiany odpowiedzialna jest zmiana w strukturze chromatyny, decydujac o dostepnosci
gendéw. Poza metylacja DNA, zmiany w strukturze chromatyny powoduje takze mody-
fikacja biatek histonowych nukleosomow, a takze miRNA (Aguilera et al., 2010) Mozna
sie spodziewac, ze metylacja na przyklad w obszarze ERE zaburzy szlaki sygnalowe uru-
chamiane przez transkrypcje E2-zaleznych genéw, prowadzac do wyciszenia transkrypcji.
Jesli metylacja zajdzie w genach supresorowych, to moze zwigkszy¢ si¢ ryzyko kancero-
genezy (Leu et al,, 2004). Réwnoczesnie jednak odwracalno$¢ tego procesu wskazuje na
nowe mozliwosci terapeutyczne, podobnie jak przywrdcenie metylacji w promotorach
onkogendéw moze zahamowa¢ wzrost nowotworowych komorek (Luo et al., 2010).

236



»Rozmowa receptoréw” ER — AhR i epigenetyczna pamig¢é. Mechanizm adaptacyjny. ..

Spadek poziomu globalnej metylacji DNA po ekspozycji na emisje¢ ulicznego za-
nieczyszczenia powietrza zawierajacego wegiel, spaliny z diesli, Ar, Cd, a w szcze-
golnosci WWA, znajdujace sie w czastkach PM, byly przedmiotem wielu badan i to
zaréwno in vitro, jak i na modelach zwierzecych (Bollati et al., 2007; Mass & Wang,
1997; Nohara et al., 2010). Takze badania kohortowe (Baccarelli et al., 2009), pokazaty
gwaltowny spadek metylacji DNA mierzony bezposrednio po ekspozycji na wyso-
kie stezenia PM pochodzacego z samochodowego ruchu ulicznego w dlugich, zwykle
mocno zmetylowanych rozproszonych elementach jadrowych (ang. interspersed nuc-
leotide element), LINE-1. Poszukujagc mechanizmu odpowiedzialnego za wystapienie
tego zjawiska stwierdzono, ze wystepuje dodatnia zalezno$¢ pomiedzy ilosciag PM
i stezeniem homocysteiny w osoczu badanej populacji (Park et al., 2008). Sugeruje
to powstanie zaburzen w metabolizmie jednoweglowych grup odgrywajacym zasad-
nicza role w produkcji SAM. Stad sugestia, ze suplementacja kwasem foliowym, wi-
taming niezbedng do prawidlowego przebiegu metabolizmu grup metylowych, moze
by¢ stosowana jako czynnik prewencyjny w $rodowisku o wysokim zanieczyszczeniu
powietrza (Nawrot, 2009). Propozycja wydaje si¢ tym bardziej zasadna, poniewaz
zauwazono, ze dodatkowym czynnikiem ryzyka zawatéw serca w srodowisku o du-
zym zanieczyszczeniu powietrza sg zaréwno niedobory foliandw, jak i polimorfizm
genu MTHFR (reduktazy metylotetrahydrofolianowej), kodujacego enzym biorgcy
udzial w metabolizmie folianéw. Obydwa te czynniki, zaréwno kwas foliowy, jak i ak-
tywno$¢ MTHER s3 odpowiedzialne za dostarczenie grup metylowych do produkgji
SAM, ktéry jest swoistym rezerwuarem grup metylowych do metylacji DNA. Zabu-
rzenia w produkcji SAM moga odzwierciedli¢ si¢ w zaburzeniach w metylacji DNA
(Baccarelli et al., 2008; Castro et al., 2003).

Metylacja DNA jest mechanizmem zaréwno dziedziczenia cech rodzicielskich (piet-
nowaniem genoéw), jak i odpowiedzia komorek na zmiany srodowiskowe stanowiac
swoista adaptacje, aktywujac badz wyciszajac transkrypcje. Od momentu zaplodnienia
az do implantacji zarodka dochodzi do demetylacji wiekszosci gendéw, zwlaszcza po-
chodzacych od ojca, z wyjatkiem tych odpowiedzialnych za genomowe pietno rodzi-
cielskie i repetytywne sekwencje. Po implantacji zarodka rozpoczyna sie metylacja de
novo. W tym okresie srodowisko wywiera znaczny wplyw na ostateczny profil metylacji
DNA (Reik et al., 2001).

Na przykladzie genu H19, w hodowanych mysich embrionach pokazano, ze niedo-
bory aminokwasow powodujg znaczny spadek w catkowitej metylacji DNA z réwno-
czesng nieprawidlowg ekspresja normalnie wyciszonych genéw (Doherty et al., 2000).
Tymczasem ekspozycja in vitro embrionéw mysich na TCDD, a nastepnie ich implanta-
cja do macicy myszy powodowata, ze wzrastala aktywno$¢ metylotranferaz, enzymow
odpowiedzialnych za wzrost metylacji genéw H19 i IGF2, a takze obserwowano spadek
wzrostu plodu (Wu et al., 2004). Takze zmiany metylacji receptora glukokortykoidowego
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(GR) korelujg ze wzrostem plodu i stanem zaawansowania cigzy (Filiberto et al., 2011).
Autorzy sugeruja, ze metylacja DNA moze by¢ czynnikiem krytycznym w rozwoju to-
zyska, decydujac tym samym o warunkach rozwoju ptodu. Zmiany we wzroscie plodu,
zwigzane ze zmianami w genach rodzicielskiego pietna genomowego (zwlaszcza IFG2)
odpowiedzialnymi m.in. za wzrost ptodu i energetyczng homeostaze, moga wyjasniaé
zwiekszong podatno$¢ na choroby metaboliczne, obserwowane w zyciu dorostym
u tych, ktérych masa urodzeniowa byla niska (Smith et al., 2006). Badania dotyczg-
ce wplywu zanieczyszczen powietrza na rozwoj plodu, odzwierciadlajacego sie miedzy
innymi w niskiej masie urodzeniowej, obszernie opisano w rozdziale ,,O0ddzialywanie
zanieczyszczen powietrza na kondycje ptodu” (s. 213-226).

Takie ,,zaprogramowanie plodowe’, jako wyraz adaptacji do srodowiska np. stanu
odzywienia matek w czasie cigzy, przekladajace si¢ na mase urodzeniowg noworod-
ka, a nastepnie na wzrost ryzyka chorob krazeniowych po raz pierwszy dobrze udoku-
mentowal Barker (Barker, 1990; Barker et al., 1989; Barker et al., 1993). Pokazatl on, ze
istnieje istotna zalezno$¢ pomiedzy masg urodzeniows i innymi parametrami antropo-
metrycznymi niemowlat z poludniowej Anglii (urodzonych okoto 1900 r.), a wzrostem
ryzyka zachorowania na choroby krazeniowe w badanej populacji kilkadziesiat lat poz-
niej (Barker, 1991). Na podstawie tych epidemiologicznych danych spekulowat on, ze
wskutek oddzialywan czynnikéw srodowiskowych w okresie cigzy musi dochodzi¢ do
»zaprogramowania’ metabolizmu plodu i ,,pami¢¢” ta ma wplyw na rozwéj pozniej-
szych chordéb. Wiedza na temat modulacji mechanizmdéw epigenetycznych jest ciagle
niewystarczajgca, aby zjawisko to jednoznacznie wyjasni¢. Nie ma jednak watpliwosci,
ze zaburzenia w metylacji DNA we wczesnym okresie pfodowym moga zmieni¢ meta-
bolizm ptodu, a ta zmiana nie tylko zostanie zachowana przez cale zycie, ale takze moze
znalez¢ swo6j wyraz w rozwoju choréb w wieku dorostym, a nawet zosta¢ przekazana
w kolejnych pokoleniach. Mozna zatem uzna¢, ze w okresie zycia plodowego organizm
nabywa zdolnosci adaptacyjnych do radzenia sobie ze zmianami, jakim bedzie musiat
sprosta¢ po urodzeniu.

Zmiany w metylacji DNA mogga takze by¢ rezultatem zmian w aktywnosci metylo-
transferaz, na skutek oksydacyjnych uszkodzenn DNA (Fratelli et al., 2005). Uszkodze-
nia te zwykle spowodowane sg wolnymi rodnikami tlenowymi (Donaldson et al., 2001)
powstajacymi w reakcjach oksydoredukcyjnych, zachodzacych podczas metabolizmu
wdychanych pytéw atmosferycznych, zawierajacych metale z powodu przenikania ich
bezposrednio z ptuc do krwioobiegu (Brook et al., 2004). Taki wzrost stresu oksydacyj-
nego doprowadza zwykle do standéw zapalnych w organizmie. Takze niektore metale
(np. kadm zawarty w pytach PM) hamuja metyltransferazy, wiazac sie prawdopodobnie
z domeng genu tego enzymu (Takiguchi et al., 2003). Wplyw zanieczyszczen powietrza
na strukture DNA dobrze ilustruje ilo$¢ powstajacych adduktow DNA, bedacych czesto
stosowanym wskaznikiem biologicznej aktywno$ci zanieczyszczen powietrza pytami
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(Sevastyanova et al., 2008) w zaleznosci od okresu, w jakim przeprowadzane sa badania.
Ilos¢ adduktow jest znacznie wieksza w zimie niz w lecie, kiedy w PM znajduje si¢ nawet
10-krotnie wieksza zawarto$¢ WWA (Binkova et al., 2003). Podobnie, embriotoksycz-
no$¢ pytéw zebranych w okresie zimowym byla istotnie statystycznie wigksza niz pylow
zebranych w okresie letnim.

Niezaleznie od mechanizmu odpowiedzialnego za zmiany epigenetyczne nalezy
uzna¢, ze zmiany w metylacji DNA moga by¢ grozne dla zdrowia i Zycia cztowieka oraz
ze wplyw na nie maja zanieczyszczenia srodowiska (Baccarelli & Bollati, 2009).

Podsumowanie

*  Oddzialywanie zanieczyszczen $rodowiska na organizm czlowieka nie ogranicza

sie do skutkéw bezposrednio widocznych, takich jak alergie, astma czy choroby
drog oddechowych. Ich dziatanie moze modyfikowac szereg szlakow sygnalizacyj-
nych, wplywajac na ekspresje wybranych genéw. Taka zmiana w transkrypcji wielu
genéw moze — poprzez zaburzenie homeostazy organizmu - zapoczatkowa¢ pro-
cesy chorobowe, ale moze takze, uruchamiajac procesy adaptacyjne, zadecydowac
0 przezyciu organizmu. Jeéli zmiana ma charakter epigenetyczny, moze zostawi¢
$§lad w kolejnych pokoleniach.
Wspolzaleznos¢ pomiedzy aktywacja AhR wywolang zanieczyszczeniami i aktywa-
cja ER wywotang E2 moze wprowadzi¢ zmiany w profilu genetycznym transkrypcji
zaleznych od nich genéw. Zmiany takie, zwlaszcza jedli zachodza w okresie proce-
sOw rozwojowych, moga wptywa¢é na rozwdj ptodu czy podnosic¢ ryzyko procesow
nowotworowych.

*  Zanieczyszczenia $rodowiska mogg takze zmienia¢ dziedziczenie epigenetyczne
poprzez wprowadzenie zaburzen w metylacji DNA, a tym samym zmieni¢ trans-
krypcje genéw; taka modulacja w DNA w okresie ptodowym moze zadecydowa¢
o prawidlowej implantacji zarodka, a takze zmieni¢ jego podatno$¢ na rozwoj cho-
réb w dorostym zyciu.
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