Rola aromatazy w raku sutka

The role of aromatase in breast cancer

Katarzyna Jarzabek, Stawomir Wotczyriski

Zdecydowana wigkszoS¢ rakow sutka u kobiet w wieku postmenopauzalnym jest estroge-
nozalezna. Pytanie czy czynnikiem stymulujqgcym wzrost guza jest pula estradiolu surowicze-
go czy produkcja miejscowa w tkance jest kluczowym zagadnieniem. Wydaje sig, Ze miejsco-
wa produkcja estrogenow w tkankach petni podstawowq role w rozwoju i wzroscie guza,
a aromataza jest kluczowym enzymem regulujgcym miejscowq produkcje estrogenow.

W pracy przedstawiono wspotczesne poglgdy na mechanizmy aktywacji i rolg aromatazy

w zdrowym gruczole piersiowym i raku sutka.

Stowa kluczowe: rak piersi, aromataza

Zgromadzone dowody epidemiologiczne, kliniczne
i eksperymentalne jednoznacznie wskazujg na udziat
estrogenéw w patogenezie raka sutka. Wiadomo jed-
nak, ze ponad 2/3 rakéw sutka u kobiet pojawia si¢
w okresie postmenopauzalnym, a wigc po wygasnigciu
hormonalnej czynnosci jajnika. Dlaczego zatem proces
wyraZnie estrogenozalezny pojawia si¢ najczesciej przy
braku estrogenéw w krazeniu?

Okazuje sig, ze to gtéwnie lokalne procesy zaanga-
zowane w powstawanie estrogendw w samym guzie
odgrywaja kluczowg role w rozwoju i postepie choroby
nowotworowej sutka.

Estrogeny syntetyzowane miejscowo w tkance wy-
kazujg biologiczng aktywnos¢ prawdopodobnie tylko
W miejscu powstania, a mechanizmy kontrolujace ich
produkcje podlegaja w zasadniczym stopniu regulacji
parakrynnej lub/i autokrynnej, a nie endokrynnej, jak
w gonadzie w okresie rozrodczym [1].

Biosyntezg estrogenéw katalizuje mikrosomalny
enzym aromataza P450 [2]. Aromataza P450 nalezy do
grupy 480 biatek — cytochroméw P450. Grupg proste-
tyczng czyli niebiatkowg jednostkg enzymu w cyto-
chromach jest hem. Biatka z grupy cytochroméw
uczestniczg w przenoszeniu elektronéw. W obecnosci
tlenku wegla cytochromy 450 pochtaniajg fale Swiatta
o dlugosci 450 nm i stad nazwa calej grupy. Cytochro-
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my sklasyfikowano w 74 rodzinach. Aromataza nalezy
do rodziny 19., w sktad ktérej wchodzi jeden przedsta-
wiciel [3]. Gen aromatazy P450 oznaczony jest symbo-
lem CYP19. Cytochrom P450 aromatazy wigze andro-
genne steroidy C19 i katalizuje serig¢ reakcji, prowadza-
cych do powstania w pierscieniu A steroidu pierscienia
fenolowego, charakterystycznego dla estrogenéw C18
[4]. Enzymem zwigzanym z aromatazg jest NADPH-
-reduktaza, powszechnie wystepujaca w blonie retiku-
lum endoplazmatycznego komérek [5]. Enzym ten ka-
talizuje przeniesienie elektronéw na aromataz¢ P450.

W latach 90. sklonowano ludzki gen CYPI9 i po-
znano jego sekwencje [6, 7]. Ustalono, ze gen ten wy-
stgpuje w pojedynczej kopii i zlokalizowany jest na
chromosomie 15q21.2 (ryc. 1.).

Gen CYP19 jest najwigkszym genem wsrdd rodziny
cytochromu P450, rozcigga si¢ na dlugos¢ 123 tys. par
zasad i sktada si¢ z 10 eksonéw [8]. Ogromny odcinek —
93 tys. par zasad flankujacy koniec 5’ jest sekwencjg nie-
kodujgca (tzw. region nieulegajacy translacji ang.
5’UTRs) i pelni funkcje regulatorowa. Tylko 30 tys. par
zasad (9 eksonéw) pod kontrolg promotora II koduje
funkcjonalne biatko ztozone z 503 aminokwaséw. Odci-
nek nieulegajacy translacji opisano jako eksony pierw-
sze. Dotychczas zidentyfikowano 9 eksonéw pierw-
szych, ktére nie kodujg aromatazy, a znajduja si¢ pod
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Ryec. 1. Organizacja ludzkiego genu CYP19 kodujacego aromataze oraz schematyczna lokalizacja tkankowo-specyficz-
nych promotoréw (1.1, 2a, 1.4, L.5, 1.7, Lf, 1.2, 1.6, 1.3, PII) genu CYP19
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Ryc. 2. Schemat kluczowych miejsc regulatorowych promotorow: I.4; 1.3, IT genu aromatazy. GAS - interferon activa-
ted sequence; GRE - glucocorticoid responsive element; CRE — cAMP responsive element
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kontrolg 9 ré6znych promotoréw. Po raz pierwszy Means
i Mahendroo wykazali, ze transkrypty mRNA aromata-
zy w jajniku, tozysku i w komérkach zrgbu tkanki thusz-
czowej r6znig si¢ miedzy soba dtugoscia [9, 10]. Swiad-
czy to o funkcjonowaniu tkankowo specyficznej regula-
cji ekspresji aromatazy przy udziale promotoréw cha-
rakterystycznych dla danej tkanki. Promotory te zawie-
raja sekwencje regulatorowe dla réznych czynnikéw
transkrypcyjnych i regulatoréw. Dtugos¢ powstajacych
transkryptow mRNA zalezy od syntetyzowanych przez
tkanke czynnikéw i w efekcie, z ktérego promotora wia-
czana jest ekspresja. Powstajgce transkrypty réznig si¢
miedzy sobg dlugoscig korica 5°. Pomimo innej dtugosci
transkryptow, region kodujacy dojrzatego transkryptu
i koficowy produkt — aromataza jest w kazdej tkance
identyczny. Syntezg¢ takiego samego produktu biatkowe-
go, niezaleznie od dlugosci powstajacego transkryptu
mRNA, zapewnia mechanizm alternatywnego sktadania
genu zwanego splicingiem [11-13]. W procesie tym
usuwane sg z transkryptéw pierwotnych eksony nieule-
gajace translacji. W genie aromatazy istnieje 9 miejsc
splicingowych 3’, zlokalizowanych na koricu eksonéw
pierwszych, ktére charakteryzujg sie wspSlnym moty-
wem strukturalnym — tzw. sekwencja zgodng korca 3’
zakonczong dinukleotydem AG. Natomiast drugie miej-
sce splicingowe, tzw. sekwencja zgodna korica 5’ jest
tylko jedno i znajduje si¢ przed miejscem wyznaczaja-
cym start translacji ATG (sekwencja GACT).
Ztozonos¢ ekspresji aromatazy polega m.in. na
wlaczaniu i wylgczaniu promotoréw w odpowiedzi na
syntetyzowane w komoérce czynniki. Przetaczenie eks-
presji z jednego promotora na inny wyjasnia cz¢sciowo
tkankowo-specyficzng regulacj¢ ekspresji aromatazy,
a takze odgrywa zasadniczg rol¢ w zmienionej ekspre-
sji aromatazy podczas rozwoju i wzrostu guza nowo-
tworowego, prowadzac czgsto do lokalnej nadproduk-
cji aromatazy i wzrostu biosyntezy estrogendw in situ.
Produkcja estrogenéw z androgenéw jest tkankowo-
-specyficzna i zalezy od miejsca ich biosyntezy.
Metodami biochemicznymi wykryto aktywnos¢
aromatazy w ok. 60-70% guzéw i aktywnos¢ ta byta
duzo wyzsza w poréwnaniu do aktywnosci w tkance
tluszczowej, czy zdrowej tkance gruczotowej otaczaja-
cej guz [14-16]. Roéwniez fibroblasty pochodzace z gu-
za w hodowli in vitro charakteryzujg si¢ wyzszg aktyw-
noscig w poréwnaniu do fibroblastéw pochodzacych
ze zdrowej tkanki [17]. Wyniki te potwierdzono tech-
nikami biologii molekularnej, tj. technikg RT-PCR,
stwierdzajgc w tkance guza znacznie wyzsza zawartos¢
transkryptéw mRNA aromatazy w poréwnaniu do
tkanki zdrowej [18]. Obserwacje te ttumacza, dlaczego
stezenia estradiolu w guzie nowotworowym o0siggaja
wartosci 30—100-krotnie wigksze niz w surowicy krwi
[19, 20]. Mozna przypuszczaé zatem, Ze SUrowiczy es-
tradiol ma wtedy tylko nieznaczny wplyw na rozwdj
guza. Guzy nowotworowe, wykazujace ekspresje aro-
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matazy stajg si¢ samowystarczalne w wytwarzaniu sy-
gnaléw proliferacyjnych i lokalnie wytworzone estro-
geny na drodze autokrynnej stymuluja namnazanie si¢
zmienionych genetycznie komérek nowotworowych.
Dodatkowo wysokie stezenie estradiolu moze predys-
ponowac do lokalnego powstawania katecholoestroge-
néw, dziatajacych genotoksycznie i powodujacych
zwickszenie liczby mutacji i zwigkszenie inwazyjno-
$ci. Udowodniono, ze ekspresja aromatazy w rakach
sutka ER(+) jest waznym mechanizmem autokrynnej
regulacji wzrostu guza. Dane te wskazujg, ze wzrost
aktywnosci lub/i ekspresji aromatazy jest zwigzany
z nowotworowym fenotypem guza sutka.

W zdrowym gruczole piersiowym, w tkance ttusz-
czowej ekspresja aromatazy regulowana jest z promo-
tora 1. 4 stymulowanego w obecnosci glikokortyko-
idéw przez cytokiny klasy I (11-6, II-11) i TNF-o. Re-
gion regulatorowy promotora 1.4 zawiera w swojej
strukturze sekwencje GAS (interferon-y activated se-
quence), ktora jest miejscem wigzania czynnikéw
transkrypcyjnych z rodziny STAT oraz element GRE
(glucocorticoid response element) [22— 25]. Cytokiny:
11-6, LIF (leukemia inhibitory factor), OSM (onkosta-
tyna M), ktérych ekspresja zwieksza si¢ wraz z wie-
kiem [26], uczestniczg w kaskadzie fosforylacji biatka
STAT3, za posrednictwem kinazy Jakl. Kinaza Jakl
wigze si¢ do podjednostki receptora gp130 i aktywuje
zwigzanie liganda (cytokiny), dimeryzacj¢ receptora
i fosforylacje miejsca tyrozynowego. Fosfotyrozyna
jest rozpoznawana przez domen¢ SH2 biatka STAT. Po
zwigzaniu biatka STAT dochodzi do jego fosforylacji,
dimeryzacji, a nastepnie transportu do jadra i zwigza-
nia z sekwencjg GAS. Gdy w miejscu regulatorowym
GRE promotora pojawi si¢ aktywowany receptor gli-
kokortykoidowy i czynnik transkrypcyjny SP1, uru-
chamiana jest transkrypcja z promotora I. 4.

W zdrowym sutku w obecnosci deksametazonu
TNF-o. i estry forbolu réwniez stymulujg ekspresje
aromatazy. Odbywa si¢ to przez zwigzanie w miejscu
regulatorowyn AP-1 (sekwencja TRE) heterodimeru
c-jun/fos zaktywowanego przez TNF-o. [27].

W fazie poczatkowej rozwoju nowotworu fibrobla-
sty i adipocyty otaczajace guz produkujg estrogeny, kto-
re nastgpnie pobudzaja komérki nowotworowe do syn-
tezy cytokin (IL-6, II-11) i czynnikéw wzrostu: TNF,
LIF, OSM. Czynniki te stymulujg dalszy rozwdj
i wzrost guza na drodze autokrynnej i parakrynnej, po-
nadto niektdre z tych czynnikéw stymulujg proliferacj¢
fibroblastéw otaczajacych guz i ekspresj¢ aromatazy
w tych komérkach. Wydaje si¢, ze w poczatkowym eta-
pie kancerogenezy w sutku ekspresja aromatazy jest re-
gulowana, tak jak w tkance prawidtowej, gtéwnie po-
przez promotor 1.4 na drodze dodatniego sprz¢zenia
zwrotnego. Wraz z postegpem choroby dochodzi do
przetaczenia ekspresji genu CYP19 z promotora 1.4 na
promotory L.3 i II. Decydujgcg role w regulacji ekspre-
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sji aromatazy z tych promotoréw i syntezy estrogenéw
w sutku odgrywa cAMP lub czynniki wykorzystujace
cAMP jako wtérny przekaznik. Zidentyfikowano kilka
czynnikéw indukujagcych cAMP w raku sutka. Jednym
z wazniejszych czynnikéw syntetyzowanych w fibro-
blastach, adipocytach i komoérkach nowotworowych
jest prostaglandyna E, (PGE,), stymulujaca ekspresje
aromatazy. PGE, indukuje ekspresj¢ na drodze stymula-
cji cAMP, aktywujac kinazy PKA i PKC. Ponadto same
estrogeny produkowane w sutku zwiekszajg zawartosé
cAMP w komoérkach nowotworowych na drodze para-
krynnej stymulujac cyklazg adenylowg [23]. Mecha-
nizm przelaczania ekspresji z promotora .4 na 1.3 i II
oraz czynniki regulujagce ekspresj¢ genu CYPI9 z tych
promotoréw nie sg jeszcze doktadnie poznane. Miedzy
promotorem 1.3 i II znajduje si¢ sekwencja S1 — tzw.
element milczgcy, ktéry negatywnie reguluje aktywnos¢
tych promotoréw [28, 29]. W zdrowym sutku, gdy eks-
presja aromatazy uruchomiana jest z promotora I.4, pro-
motory 1.3 i II s3 hamowane przez S1. Z miejscem S1
wigzg si¢ receptory sieroce, gléwnie ERR-1 (estrogen-
-releted receptor 1) [30]. Negatywna regulacja miejsca
S1 odbywa si¢ poprzez oddziatywanie ERR-1 z innymi
czynnikami transkrypcyjnymi, hamujacymi ekspresj¢
aromatazy jak biatko EAR-3 (COUP-TF1) [31] lub ko-
represorami transkrypcji: N-CoR i SMRT [32]. W gu-
zie, w komérkach nowotworowych i otaczajacych adi-
pocytach dochodzi do przelaczenia ekspresji na promo-
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tory cAMP-zalezne 1.3 i II, ktére zawierajg element re-
gulatorowy CRE (cAMP-response element). Gdy w ko-
moérce wzrasta zawartos¢ cAMP, zostaje zniesiona
transkrypcja z promotora 1.4 i dokonuje si¢ przetaczenie
na promotory 1.3 i II. Sekwencja CRE znosi negatywng
regulacje ekspresji aromatazy elementu S1.

W zaawansowanych stadiach nowotworu aktywo-
wany jest rowniez niedawno zidentyfikowany nowy
$rédbtonkowy promotor 1.7, ktéry réwniez nie jest ak-
tywny transkrypcyjnie w zdrowym gruczole piersio-
wym [33]. Obok potencjalu mitogennego w komoérkach
nowotworowych pochodzenia nablonkowego estradiol
stymuluje proces angiogenezy, po czg¢sci przez stymula-
cje syntezy VEGF prowadzac do neowaskularyzacji
[34, 35]. Prawdopodobnie wysoki poziom transkryptow
mRNA aromatazy pochodzacych z promotora 1.7 w ra-
ku sutka jest réwniez zwigzany z aktywnoscig i nadpro-
dukcjaq aromatazy in situ oraz lokalng biosyntezg estro-
gendw, promujagcg wzrost i rozwdj guza.

W sekwencji molekularnych zjawisk prowadza-
cych do rozwoju procesu nowotworowego w sutku
spaczona ekspresja aromatazy wydaje si¢ by¢ bardzo
waznym elementem. Poznawane zlozone mechanizmy
regulujace ekspresje aromatazy i jej aktywnos¢ pozwa-
lajg lepiej zrozumie¢ biologi¢ procesu nowotworowe-
go w sutku i stwarzaja nadziej¢ na celowane zastoso-
wanie selektywnych modulatoréw aromatazy, zar6wno
w chemoprewencji raka sutka, jak i jego leczeniu.

The most of breast cancer in postmenopausal women is estrogen-dependent. The main
question is which source of estrogen: estradiol circulating in the plasma or estradiol local-
ly produced in extragonadal sites is a major factor stimulating the growth of the tumour. It
seems that the local biosynthesis of estrogens in different tissues plays a crucial role in the
development and growth of breast tumours and aromatase is a key enzyme regulating the lo-
cal synthesis of estrogens. In our study we present recent concepts of the mechanisms acti-
vating aromatase and the role of aromatase in breast tissue and breast cancer:

Key words: breast cancer, aromatase
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